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Uber die Abspaltbarkeit des Cholins aus Lecithin 
und den Cholingehalt der Cerebrospinalfliissigkeit. 


Von 
Irvine H. Page und Erich Schmidt. 


(Aus der chemischen Forschungsanstalt fir Psychiatrie {[Kaiser-Wilhelm-Institut], Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. April 1931.) 


Wir haben in Verfolgung der von uns angewandten quanti- 
tativen Bestimmungsmethode kleinster Cholinmengen!) auch die 
Abspaltung von Cholin aus Lecithin, sowie die Bestimmung des 
freien Cholins in der Cerebrospinalfliissigkeit 1m gesunden und 
kranken Zustand untersucht. 

Die weitgehendsten Angaben wher eine Abspaltung von 
Cholin aus Lecithin, auch ohne jede fermentative Einwirkung, 
macht Paal.?) Nach ihm soll eine Zersetzung schon beim 
Lésen von Lecithin in Alkohol auftreten und diese von der 
Temperatur weitgehend abhingig sein. Bei Zimmertemperatur 
werden dabei 2,3°/5, bei 36° 7,4°/) und bei 60° 27°/, des Cholins 
abgespalten. Auch beim Stehen von Lecithinlésungen soll nach 
1 Stunde schon eine deutlich vermehrte Abspaltung erfolgt sein. 


Paal verwendet zu seinen Versuchen reinstes Kigelblecithin 
Merck. Néahere Analysendaten gibt er hierfiir nicht an, doch 
verbrauchen 2,5 ¢ in alkoholischer Lésung 3,1 cem n/10-Natron- 
lauge zur Neutralisation. Es soll dies durch die Menge der im 
Lecithin enthaltenen freien Fettsiuren bedingt sein, doch iber- 
sieht Paal, daB auch eine Beimengung von Kephalin dieses Resul- 
tat ergeben kann*). Die Bestimmung des Cholins erfolgte durch 
Fallen als Reineckat 4), von dem er zur Kontrolle Stickstoff- 
bestimmungen machte. 

Schon friiher hatten Malengreau und Prigent*5) auf 
Grund der von ihnen aufgefundenen leichten Abspaltbarkeit des 
Cholins vermutet, da die Bindung zwischen Cholin und Phosphor- 
siure nicht gleichartig der des Glycerins sei. 
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fm Gegensatz zu diesen Befunden stehen die Angaben anderer 
Forscher®), die erst nach stundenlanger Hydrolyse mit Alkali 
oder Séiure eme vollkommene Abspaltung des Cholinstickstoffs 
erreichten. Ks moge hier nur auf die in dieser Richtung sehr 
erschopfenden Arbeiten von Mac Lean’) und Levene’) hin- 
vewlesen werden. 

Doch auch die Angaben iiber die fermentative Spal- 
tung des Lecithms widersprechen sich®), Es mag _ dies 
zum Teil daran legen, da die angewandten Lecithine (er 
Phosphatid mit Cholin als stickstoffhaltige IKomponente) nicht 
genau analysiert und unrein waren d. h. gréBere Mengen an 
Colamin (Ikephalin) enthelten —, wie auch daran, daf oft nur 
das Vorhandensein von Cholin nachgewiesen wurde, ohne dab 
venaue Werte angegeben werden konnten, und vor allem, ohne 
daB im Leerversuch festgestellt wurde, ob es sich nicht um schon 
vorher vorhandenes Cholin handelte. 

Wir modchten ner nur die Fille erwihnen, bei denen die 
Spaltung durch Auffinden von Cholin begriindet wurde, ohne auf 
jene Arbeiten einzugehen, die sich mit der Messung der abgespalte- 
nen Fettsiuren oder der Bestimmung des Phosphors beschiftigen. 

So findet z. B. Da Cruz’), nachdem er 500 mg Lecithin mit Leber und 
Nierengewebe zusammen 24 Stunden auf 37° gehalten hat, ein Anwachsen 
des Cholins um 3 mg = 4°/, des méglichen. Doch gibt er keinen Wert fiir 
das Cholin der Leber bzw. Niere an, so daB sein Befund nicht beweisend fiir 
eine fermentative Spaltung sein muB. Wohlgemuth!®) tberlieB Kigelb 
4—10 Wochen sich selbst und weist dann das Vorhandensein von Cholin 
nach, ohne jedoch Mengenangaben zu machen oder versucht zu haben, aus 
frischem Eigelb ebenfalls Cholin zu isolieren. Auch Fiessinger und Clogne!?!) 
die Blut und Eiter auf Lecithin wahrend 8—10 Tagen einwirken lieBen und 
dann Cholin als Jodhydrat Jodid nachweisen, scheinen ihr Ausgangsmaterial 
nicht auf freies Cholin untersucht zu haben. 

Wiire Lecithin wirklich so leicht spaltbar, so kénnte man an 
fir den K6érper wichtige Wirkungen dieses Vorganges denken, da 
Cholin ja pharmakologisch sehr aktiv ist und Lecithin dem Korper 
in groBen Mengen zur Verfiigung steht. Nun zeigen sich jedoch 
im Kérper uberall nur Spuren von freiem Cholin!?), die im Blut 
oft so geringe Werte erreichen (0,8 mg/Liter), da®B man sich fragen 
mu, ob dies nicht doch durch minimale Zersetzungserscheiungen 
von Lecithin bei der Aufarbeitung entstanden ist. Die auf Cholin 


verarbeiteten wiBrigen bzw. sauren Auszige enthalten sicher stets 
noch geringe Mengen von Phosphatiden, die beim [:indampfen 
zerstort werden koénnen. (So geben 2 mg 


schon 0,38 mg Cholin.) 


Lecithin pro 1 Liter 
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Der Abspaltung des Cholins schon in alkoholischer Lésung 
stehen auBerdem die chemischen Tatsachen entgegen, dab man 
die Chloreadmiumverbindung aus Essigester und Alkohol in der 
\Wirme umkrystallisiert!®), und da® Kephalin und Lecithin 
sich durch wiederholtes Umfallen ihrer iitherischen Loésung mit 
Alkohol trennen und reinigen lassen. Im liesigen Laboratorium 
wurde die aus Menschengehirn erhaltene Phosphatidfraktion weit- 
cehend aufgeteilt, indem sie aus atherischer Lésung mit Alkohol 
cefallt wurde, der Alkohol im Vakuum im Kohlensiurestrom 
weggenommen wurde und der Riickstand wiederholt dieser Be- 
handlung unterworfen wurde. Es hat sich dabei nie eine Anderung 
im Stickstoffwert der Fraktionen ergeben, die auf eine Spaltung 
hinweisen wirde.*) Nach Paal mite ier schon etwas iiber 
2°), des Cholins abgespalten werden, bei Wiederholung des Ver- 
fahrens sich also ein deutliches Sinken des Stickstoffwertes zeigen. 

Wir unternahmen unsere Versuche mit selbsthergestelltem 
Lecithin, nachdem wir festgestellt hatten, da®B ein Pflanzen- 
lecithin Merck eme Neutralisationszahl?) von 35,7 gab. Wir 
haben es aus der Phosphatidfraktion von Menschengehirn erhalten, 
aus der das Kephalin schon weitgehend abgetrennt worden war. 
Die weitere Reimgung erfolete nach Levene und Rolf!) iiber 
das Cadmiumchloridsalz. Das so erhaltene Priparat war hell- 
velb und zeigte die weiter unten angegebenen Analysenwerte. 

Als erstes stellten wir den EinfluB des Loésens auf 
Lecithin fest. In alkoholischer Loésung (bei sofortiger Aufarbei- 
tung derselben) erhielten wir stets ein negatives Ergebnis, auch 
eine Parallelbestimmung durch Titration verlief im selben Sinne. 

Die Aufarbeitung erfolgte so, daB das geléste Lecithin in die 20fache 
Menge Petrolather gegeben wurde und das Cholin hieraus mit 1 n-Salzsiure 


ausgeschiittelt wurde. DaB die Salzsiure wahrend der kurzen Zeit ihrer Ein- 


wirkung nicht spaltet, geht aus folgendem Versuch hervor, wo verschieden 


oft mit je 5cem Salzsaure extrahiert wurde: 


1g Lecithin A in 10 ccm Alkohol gelést und je 1 cem entnommen: 
Léosung 1). 


Anzahl der Extraktionen .... 3mal 6mal 12mal 
Gefunden wurden Cholin in mg . 0,06 0,07 0,04 


Es ist also das gesamte freie Cholin in den ersten 3 Fraktionen 


enthalten. Die Mengen des gefundenen Cholins sind sehr gering. 


Der Cholingehalt der verschiedenen Lecithine  schwankt 


zwischen 14,6°/, fiir das Stearyloleyllecithin und 15,6°/) fiir das 


Yalmityloleyllecithin. Wir kénnen also ohne grofien Fehler emen 
Vurehschnittscholingehalt von 15°/, fiir remes Lecithin annehmen. 
‘© 
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Betrachtet man unter diesem Gesichtspunkt die obigen Werte, 
so ergibt sich folgendes: 

Lecithin A zeigte noch eine Neutralisationszahl 20. Nach 
2stiindigem Kochen von 1cem der Lecithinlésung 1 (= 100mg Leci- 
thin) mit 15 cem Salzséure erhielten wir 8,6 mg Cholin. Es sind 
dies 71°/, der méglichen Menge. Das schon beim Lésen auf- 
gefundene freie Cholin macht 0,6°/, hiervon aus. Dessen Auf- 
treten dirfte jedoch, wie schon vorhin erwihnt, durch die Un- 
moglichkeit der quantitativen Entfernung des Lecithins aus der 
Salzsiurelésung bedingt sem und beim Eindampfen der stark 
sauren Losung, selbst im Vakuum, aus diesem entstanden sein. 

Ein weiterer Beweis fiir diese Ansicht ist folgender Ver- 
such, bei dem die Bedingungen der Aufbewahrung variert wurden: 

a) leem Loésung1 wird in 5cem Alkohol gegeben und 
20 Minuten am RiickfluBkiihler auf dem Wasserbad erhitzt. Nach 
Aufarbeitung wurden gefunden: 0,063 mg Cholin. 

b) 1eem Lésung1 wird in 5cem Alkohol gegeben und 
12 Stunden bei 87° gehalten. Nach Aufarbeitung wurden gefunden 
0,045 mg. 

Die Werte haben sich also gegen die vorhergehenden nicht 
geandert. 

Um die Spaltung durch das Eindampfen in saurer Lésung 
zu verhindern, versuchten wir auch das Cholin der Petrolather- 
losung mittels Wasser zu entziehen. Die schwere Trennbarkeit 
der hierbei entstehenden Emulsion und das starke Schiéumen der 
wiBrigen Losungen beim Kindampfen lieBen uns dieses Verfahren als 
zu verlustreich ersecheinen. Die hierbei aufgefundenen Cholin- 
werte waren allerdings nur etwa 1/, der mit Salzséiure gefundenen 
und diirften so unsere Ansicht der Hydrolyse noch stiitzen. 

Auch der folgende Versuch, bei dem Cholin- und Neutrali- 
sationszahlbestimmung parallel ausgefiihrt wurden, zeigt dasselbe 
Krgebnis wie der erste. Das itiber das Cadmiumchloridsalz ge- 
reinigte Lecithin (B) zeigte folgende Analysenwerte: 

C 61,75", H 11,34, N1,9%  P 3,79, Jod-Zahl 39,7%/, 
Neutralisationszahl 7,3° .. 


Hiervon wurden 1,5 g in 15 cem Alkohol bei Zimmertempe- 
ratur gelést und zu den Versuchen je 1 cem entnommen. Die 
Aufarbeitung erfolgte wie oben angegeben. Die Resultate sind in 
der Tab. 1 zusammengestellt. 
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Tabelle 1. 


Freies Cholin in alkoholischer Lésung von Lecithin. 








Zeit Gefunden mg Cholin Neutralisationszah| 
bis zur Aufarbeitung in 100 mg Lecithin in °%/) 
Sofort 0,027 8.4 
3 Stunden bei 37° 0,023 8.6 
6 Stunden bei 37° 0,028 8.3 
15 Minuten Kochen 0,043 Q? 








100 mg Lecithin B mit 15 cem 1 n-HCl 4 Stunden gekocht gibt 9 mg Cholin. 
100 mg Lecithin B mit 30 ccm 1 n-HCl 24 Stunden gekocht gibt 12 mg Cholin. 

Es wurden also nach vollstaindiger Hydrolyse, falls man die 
Neutralisationszahl als durch beigemengtes Kephalin  bedingt 
ansieht, 65 bzw. 85°/, der Theorie an Cholin gefunden. Die Werte, 
die in Alkohol an freiem Cholin sich ergeben, machen 0,25°/, 
dieses Wertes aus, ganz in Ubereinstimmung mit dem ersten Be- 
fund. Nach Kochen steigt der Wert um etwa 0,1°/) an. 


Versuche zur Spaltbarkeit des Lecithins durch Serum 
und Gehirnextrakt. 

Um die enzymatische Spaltbarkeit des Lecithins zu 
untersuchen, haben wir zuerst den KinfluB von wab6rigen 
Losungsmitteln mit verschiedenem px festgestellt. Die Auf- 
arbeitung der Emulsionen erfolgte wie die der alkoholischen 
Losungen, durch Einbringen in die 20fache Menge Petrolither 
und Extraktion des Cholins durch 3maliges Ausschiitteln mit je 
5cem In-Salzséure. Die Versuche wurden mit Lecithin B aus- 
vefihrt, das px der Loésungen colorimetrisch ermittelt (Tab. 2). 

Tabelle 2. 


EinfluB des py der Lésung auf die Spaltung des Lecithins. 





Zeit Gefunden mg Cholin 


bis zur Aufarbeitung in 100 mg Lecithin 

a) Lésung pu 5,6. 

Sofort 0.019 

‘“ ] Stunde bei 37° 0.021 

3 Stunden bei 37° 0,023 

6 Stunden bei 37° 0,038 
b) Lésung py 8,2. 

Sofort 0,052 

1] Stunde bei 37° 0.058 

3 Stunden bei 37° 0,067 

6 Stunden bei 37° 0,093 
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Die Werte im sauren Gebiet decken sich mit den oben ge- 
fundenen, die im alkalischen Gebiet sind etwas héher und zeigen 
Tendenz zum Ansteigen. Die Spaltung betriigt ebenfalls nur 
0,2—0,47°, der moglichen. 

Uber die enzymatische Spaltbarkeit selbst haben wir nur 
einige orientierende Versuche unternommen, und zwar mit aus 
geronnenem Kaninchenblut durch Zentrifugieren gewonnenem 
Serum und mit Gehirnextrakten, die aus, mit Aceton und Ather 
setrockneten, Kaninchengehirmnen (1 ¢ Trockensubstanz auf 10 cem 
Losungsmittel) mit n/100-Salzsiiure bzw. n/40-Ammoniak her- 
vestellt worden waren. Zu den Versuchen wurde der zentrifugierte 
Kxtrakt angewandt. 

AuBerdem lieBen wir Spirochitenkultur auf Lecithin ein- 
wirken, iiber welchen Versuch wir weiter unten berichten. Serum, 
wie auch die schwach sauren bzw. schwach alkalischen Gehirn- 
extrakte zeigten innerhalb der Versuchsdauer keinen [ffekt 
(Tab. 8 und 4). Parallel wurden Cholinbestimmungen im Lecithin 
wie auch im Serum bzw. Gehirnextrakt unternommen. Beim 
Serum wurde das Lecithin in alkoholischer Lésung gemessen, bei 
den Gehirnextrakten wurde das Lecithin zur Leerwertsbestimmung 
im jewelligen Extraktionsmittel gelost. 


Tabelle 3. 


KinfluB von Serum auf die Spaltung von Lecithin. 





7 Gef. mg Cholin ‘alin ¢ ms — os 
Zeit bis zur © ' mg Cholin in ' 10 cem Serum 
Aufarbeitung | 1" eh oom wail 1CO me Lecithin Summe 7 100 mg Le- 
— cithin 
Sofort 0.004 0.027 0.031 0.02 
1 Std. bei 37° 0.007 _— 0.025 
3 Std. bei 37° 0.009 0,022 0,082 0.036 
5 Std. bei 37° 0.012 0,028 0.040 0,029 














Die Werte stimmen bei beiden Versuchsreihen gut tberein 
und zeigen nicht die geringste Spaltung des Lecithins. 

Der Versuch, eine Kinwirkung von Spirochiiten auf Lecithin 
nachzuweisen, scheiterte daran, da auch nicht mit Lecithin ver- 
setzte Nihrbéden aus autolysierter Rinderleber und _ frischera 
Kaninchenserum  bereitet ®), nach Animpfen mit Spirochaten 
ein rasches Anwachsen im Cholingehalt zeigten. Auch die zum 
Impfen angewandte Aufschwemmung zeigte einen betrachtlichen 


Cholingehalt (ungefihr 4/,, mg pro cem). Diese Werte schwankten 
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Tabelle 4. 


EinfluB von Hirnextrakt auf die Spaltung von Lecithin. 





Gef. mg Cholin 


—— , Gef. mg Cholin | Gef. mg Cholin : 
Zeit bis zur ; : ‘ ' in LO cem Lé6- 
in lO cem Ex- | in 100 mg Le- Summe 
Aufarbeitung 5 aes sung + 100 mg 
trakt cithin am 
Lecithin 


Gehirn extrahiert mit n/l00-HCl; py der Losung 6,1. 


Sofort 0.003 0.006 0.009 | O01] 
2 Std. bei 37° — 0.0] 
5 Std. bei 37° 0.003 0.008 O.OL1 | 0.014 
Gehirn extrahiert mit n/40-Ammoniak; pq der Lésung 7,2. 
Sofort 0.014 0.009 0.023 0.023 
2 Std. bei 37° == -- — 0,022 
~ ~~ ° 6 =) © . beim Acet vlier. 
5 Std. bei 37 0,013 O01] O,O16 7 ; 
Réhre geplatzt 











jedoch stark bei den einzelnen Versuchen, so da wir nicht ent- 
scheiden konnten, ob das aufgefundene Cholin unter Beteiligung 
des Lecithins entstanden oder als Leerwert anzusehen war. 


Cholin in der Cerebrospinalfliissigkeit. 

Beziiglich des Vorkommens von Cholin in der Cerebrospinal- 
fliissigkeit herrschen groBe Meinungsverschiedenheiten. Wir weisen 
hier nur auf die Zusammenfassung und kritische Beleuchtung der 
bisher erhaltenen Resultate in der Arbeit von Stevers?!®) hin. 
Sievers kommt zum SchluB, daB es moéglich ist, 2—20 mg im 
Liter auf chemischem Wege isolieren zu kénnen. Nun sind die 
Werte von 20 mg extrem hoch; Hiller!), der ebenfalls Cholin 
in der Cerebrospinalfliissigkeit nachgewiesen hat, indem er die nach 
der Edlbacher-Preglschen Methylimidbestimmungsmethode auf- 
gefundenen Methylgruppen nach Abzug der durch Kreatinin be- 
dingten Menge auf Cholin umgerechnet hat, kommt zu Werten von 
0,09 bis maximal 2 mg Cholin pro Liter. Es dirfte ganz unmoglich 
sein, diese kleinen Mengen chemisch zu isolieren und zu identifizieren, 
schon vor allem deswegen, weil einem nur héchst selten groéBere 
Mengen frischer Cerebrospinalfliissigkeit zur Verfiigung stehen. 
Auch ist die chemische Isolierung iuBerst schwierig und Methoden, 
wie sie zB. Kinoshita’) anwendet, der die Basenfraktion 
mit Quecksilberchlorid fallt und nach Zerlegen mit Schwefel- 
wasserstoff mit Goldehlorid fiallt und dieses zur Wigung bringt, 
sind sehr ungenau, da bei dieser Fillung ja andere Basen auch 
mitfallen. Kinoshita kontrolliert dann noch dureh Methyl- 
imidbestimmung des Goldniederschlags. Die beiden auf diese Art 
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erhaltenen Werte differieren bis zu 25°/,, und es ist hierbei nicht 
festgestellt, ob der Goldmederschlag reines Cholin enthalt bzw. 
die nachgewiesenen Methylgruppen alle durch Cholin bedingt sind. 

Emme ahnliche Methode benutzte dann auch Wrede”), der 
nach HgCl, Fallung und Auswaschen der leichter léslichen Anteile 
im Filtrat das Cholin als Goldchlorid fallt und die Rohfallung 
zur Wigung bringt. Als Kontrolle dienen in dieser Arbeit Schmelz- 
punkt und Goldwert, wobei Schmelzpunktsdifferenzen bis zu 15° 
auftreten. Die Goldwerte differieren wenig, maximale Ab- 
weichung — 0,8°/9 + 0,1°/g vom Theoretischen. Doch hegen die 
Goldwerte anderer Basen (Kreatinin, Betain, Histidin) so in der 
Nahe, daB selbst gréBere Beimengungen noch Werte innerhalb der 
angegebenen Fehlergrenze geben. Bemerkenswert ist, daB®B der 
Goldniederschlag mit dem héchsten Schmelzpunkt 272° die grohte 
Abweichung im Goldwert zeigt. In seimer neuesten Arbeit*), 
die sich mit unseren Ergebnissen beschaftigt, gibt Wrede whber- 
haupt nur Endresultate an, ohne die Analysendaten zu geben. 

Wir halten aus allen diesen Griinden die physiologische 
Prifungsmethode, die charakteristisch fiir Cholin ist, fiir die beste. 
Auch die unten angegebenen Cholinwerte wurden auf diese Weise 
gefunden. Hiller findet in Normalfallen einen Gehalt von 0,08 bis 
0,21 mg pro Liter. Bei den untersuchten pathologischen Fallen 
zeigte sich ein Ansteigen dieses Wertes, der jedoch von einem 
Anstieg der Zellzahl begleitet ist. Durch Kombination der Zell- 
zahl mit dem Cholingehalt zeigt Hiller dann, da der Paralyse 
eine Sonderstellung zukommt. 


Tabelle 5. 


Cholingehalt der Cerebrospinalflissigkeit. 











™ " in Gef. mg Cholin 
Nr. Krankheit gg ote 
l MOUMEAE. 2k te 0,27 
2 ‘i LG ee a eS 0,09 
3 Be he ea 0,37 
4 Pagaiyee . ..... 0,36 
os) " a ae a 0,13 
6 Lues univ. ac. . .. . 0,65 
7 ‘: a a a ee 1,3 

s Epileptiker . . . . . 0,83 
i) m= ee ee 0,33 
10 gehaufte epilept. Anfalle 0,25 
7 im epilept. Dammerzu- 

stand entnommen . . | 0,53 





SS 
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Uber die Abspaltbarkeit des Cholins aus Lecithin usw. g 


Unsere Werte (Tab. 5) zeigen eine gréBere Schwankung im 
Normalen. Die untersuchten pathologischen Fille legen nahe 
diesen, auch von Hiller aufgefundenen Werten. Eine Sonder- 
stellung nehmen eventuell, im Gegensatz zu Hillers Befunden, 
die bei der Lues univ. ac. gewonnenen Werte ein. 


Zusammenfassung. 

Es wird an Hand einer quantitativen Cholinbestimmung 
vezelgt, daB Lecithin: 

1. beim Lésen sowie kurzem Kochen in Alkohol keine Spaltung 
erleidet. 

2. langere Zeit ohne Zersetzung in alkoholischer Losung bei 
37° gehalten werden kann. 

3. in wiBriger Emulsion bei px 5,6 baw. 8,2 nur sehr langsam 
angegriffen wird. 

4. durch frisches Serum oder frischen Gehirnextrakt nicht 
angegriffen wird. 

Es werden dann noch Cholinwerte fiir die Cerebrospinal- 
flissigkeit bei Gesunden und Kranken angegeben. 
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Farbreaktionen der Nucleinsduren. 
Von 


Pierre Thomas, 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Klausenburg ) 


(Der Redaktion zugegangen am 1b. April 1931.) 


In einer vor kurzem erschienenen Verdffentlichung!) hat 
Z. Dische an verschiedene Farbreaktionen erinnert, die er frither 
beschrieben hat zur Charakterisierung der Saccharide?) und die, 
nach seiner Auffassung, einen Hinweis auf die chemische Natur 
der in der Thymusnucleinsiiure enthaltenen Kohlenhydratkompo- 
nente geben kénnen. M. Angermann und F. Bielschowsky 
haben verschiedene Kinwinde gemacht, erkennen jedoch an, daf 
die Diphenylaminreaktion von Dische, 1m Gegensatz zu der 
Orzinreaktion, die Unterscheidung zwischen Hefe- und Thymus- 
nucleinsiiure erleichtert?). Dische hat tibrigens auf diese Be- 
merkungen geantwortet 4). Ich méchte hierzu bemerken, da8 ich 
im Jahre 1924 eine neue Reaktion der freien und gebundenen 
Pentosen verdffentlicht habe*®), die in der Anwendung einer 
0,3°/,igen Losung von fp-Naphthol in reiner Schwefelsiure besteht. 

Wenn-man auf die Oberfliche dieses Reagens eine Pentosenlésung - 
Arabinose, Xylose, Ribose — gieBt, bildet sich ein ultramarinblauer Ring, 
und die Schwefelsaure farbt sich nach und nach reinblau. 

In derselben Arbeit habe ich gezeigt, daB bei zahlreichen Derivaten, 
die Pentosen enthalten, und besonders bei Hefenucleinsaure, dieselbe Reaktion 
auftritt. Im Gegensatz dazu gibt die Thymonucleinsdure einen braunroten 
Ring, ahnlich demjenigen, den die Lavulinsdiure unter den gleichen Bedingungen 
gibt. Ich fiigte hinzu: ,,Le réactif au #-naphtol constitue ainsi un excellent 
moyen de différenciation des acides nucléiques, d’aprés la nature du glucide 


qui entre dans leur constitution. 
In einer andern Arbeit habe ich diese Reaktion erwaihnt und nach- 


gepriift, daB sie die Untersuchung der Pentosen der aus verschiedenen Organei: 


isolierten Nucleoproteiden erméglicht.®) 

[m Jahre darauf, 1925, habe ich zur Charakterisierung der 
verschiedenen Zucker ein Reagens angewandt, aus einer 0,1°/jigen 
Tryptophanlésung in 50°/jiger Salzsiiure’) und  nachgewiesen, 
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daB dieses Reagens mit Hefenuclemsiiure sowie mut Arabinose 
eine blaBgriine Farbung gibt. 


Abderhalden und Kempe hatten schon gezeigt, da die tryptophan- 
haltige Salzsiure verschiedene Farbungen mit den einzelnen Zuckern vibt.*) 
Ich habe auch gleichzeitig die salzsiurehaltige Indollésung, die jetzt von 
Dische angewandt wurde, untersucht, aber ich habe dieselbe verworfen 
wegen ihrer Minderwertigkeit gegeniiber dem Tryptophanreagens. 

Ich habe spiter festgestellt, daB das Tryptophanreagens mit der Thymo- 
nucleinsaure eine charakteristische rubinrote Farbe gibt, die mit der Kohle- 
hydratkomponente dieser K6rper im Zusammenhang steht.) Ich méchte 
hervorheben, daB die so erhaltene Farbung sich von der unterscheidet, die 
alle anderen gew6hnlichen Zucker geben. Die Farbe geht nicht in Chloroform 
und Ather iiber, lést sich aber teilweise in Amylalkohol auf. 

Seit kurzem habe ich die Untersuchung dieser Reaktionen 
von neuem aufgenommen, und ich mochte hier eimige Berichti- 
cungen und Erweiterungen hinzufiigen. 

Das Reagens mit /-Naphthol erlaubt genau die Substanzen 


zu trennen, welche die gewohnlichen Pentosen Arabinose, 
Xylose, Ribose — enthalten, und besonders die Hefenucleinsiure, 


dureh die ultramarinblaue Farbung, die es erzeugt. Man mu 
canz reine Schwefelsiure benutzen, mit der das Reagens eine 
blaBecelbe Farbe aufweist. 

Mit der Apiose, die bekanntlich ein Zucker mit verzweigter 
vette ist, ergibt sich griine Farbung. Die Glykuronsiiure, in ver- 
diinnter Lésung, gibt einen bliulichgriinen Ring, aber in konzen- 
trierter Lésung einen braunen Ring, griin geriindert. Der rote Ring, 
den ich in meiner friiheren Ver6ffentlichung erwihnt hatte, muB eimer 
Substanz in nicht reinem Zustande zugeschrieben werden (wahr- 
scheinlich verunreinigt durch eine Spur von Mentholglykuronsiure). 

Das Tryptophanreagens ist bei der Untersuchung von 
Nucleinsiiuren meiner Meinung nach demjenigen mit /-Naphthol 
vorzuziehen. 

Man erhalt dieses Reagens, indem zu einer waBrigen 0,2°/, igen Trypto- 
phanlésung ein gleiches Volumen konzentrierter reiner Salzsiure hinzugefigt 
wird, Es hat den Vorteil, sich ziemlich lange Zeit (etwa zwei Monate) im 
Dunkel unverindert zu halten. Bei der Verwendung fiigt man einige Milli 
cramm des untersuchten Produktes zu 2 ccm des Reagens hinzu und man 
crhitzt 5 Minuten im kochenden Wasserbade. 

Mit den gewohnlichen Pentosen erhilt man eine bla®griine 
lirbung. Wenn man eine Menge Zucker, die groBer als 1—2 mg 
ist, verwendet, kann man einen Umschlag von grin in hellbraun 
beobachten, welecher noch schneller mit der Xylose ‘eintritt. Mit 
Apiose wird die Firbung orangegelb. 








12 Pierre Thomas, Farbreaktionen der Nucleinsauren. 


In der Vermutung, daB Disches Thymolnucleinsaurereak- 
tionen mit dem Vorkommen eines Desoxyzuckers in Beziehung 
stehen kénnte, haben M. Angermann und F. Bielschowsky 
diese Reaktionen mit Folia digitalis versucht. Die Glykoside 
derselben enthalten bekanntlich Digitoxose, welche die Struktur 
einer Desoxymethylpentose zeigt °). Ich habe einerseits einen 
wiBrigen Auszug von Folia digitalis, andererseits denselben nach 
2stiindigem Kochen mit verdiinnter Schwefelséure, welche die 
Spaltung der erhaltenen Glykoside hervorruft, probiert. Ich 
habe die folgenden Resultate erhalten, die mit beiden Auszigen 
genau gleich sind: 


mit f-Naphthol . . . brauner Ring, nach einiger Zeit dunkelgrin, 
mit Tryptophan... rétlichbraune Farbung. 


Wie hieraus hervorgeht, wichen diese Farbungen von denen 
mit Thymonucleinsiure erhaltenen vollsténdig ab. 

Das Tryptophanreagens gibt mit Livulinséure eine blaB- 
rosa Fiirbung. Es ist also nicht zu verwundern, daB die Thymo- 
nucleinsiiure, nach einer 2stiindigen Hydrolyse mit -2°/oiger 
Schwefelsiiure nur eine schwache rosa Farbung zeigt. Wie ich 
schon mitgeteilt habe’), geben die Hexosen mit diesem Reagens 
ziemlich verschiedene Farben. Wihrend die Galaktose und die 
Mannose nur gelbe oder hellbraune Fiarbungen geben, weist die 
Glucose eine rosaviolette Firbung auf, vergleichbar der, welche 
die Thymonucleinsiure zeigt, jedoch weniger ausgesprochen und 
etwas blaustichig. Die Fructose gibt schon nach 2 Minuten im 
kochenden Wasserbade eine hellrote Farbe, welche nach 5 Minuten 
dunkelbraunrot wird. Ich habe diese Beobachtungen zur Identi- 
fikation kleiner Mengen Zucker angewandt!%). 

Ich glaube, daB diese Angaben die Unterscheidung der 
Nucleinsiure erleichtern kénnen. 


Literatur. 


. Dische, Mikrochemie 8, 4 sigan 

. Dische, Biochem. Z. 189, 77 (1927); 204, 431 (1929). 

M. Angermann u. F. hicutechnn sky, Diese Z. 191, 123 (1930). 
Z. Dische, Diese Z. 192, 58 (1930). 
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Uber die Fraktionierung der Serumeiweifkérper 
und die Absorptionsspektra der Fraktionen. 
Von 
J.Gré6h und E. Faltin. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Chemischen Institut der k. ungar. Tieriirztlichen Hochschule Budapest.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. April 1931.) 


I. Die KiweiBkorper verschiedener Tierarten und die Serum- 
eiwelBkérper normaler und immunisierter Tiere kénnen mit aus- 
reichender Sicherheit nur durch serologische Reaktionen unter- 
schieden werden. Alle Bestrebungen, welche den Zweck hatten, 
verwandte HiweiBkorper auf chemischem oder physikalischem 
Wege zu charakterisieren, lieferten zwar in vielen Fallen wert- 
volle Ergebnisse, bheben im Sinne des Hauptzieles unfruchtbar. 


F. Tang]! fand z. B. in der elementaren Zusammensetzung der Caseine 
verschiedener Tierarten gewisse kleine Unterschiede'), welche verhaltnis- 
maiBig um so gréBer sind, je weiter die Tierarten voneinander genetisch ent- 
fernt sind. Obermayer und Willheim beobachteten zwischen den Amino- 
indexen der SerumeiweiBe der Saugetiere und Végel merkwiirdige Ab- 
weichungen.”) Nach Z. Aszdédi zeigen sich interessante Zusammenhange im 
Schwefelgehalte der Euglobuline*) und nach E. Timar im Eisen- und 
Schwefelgehalte der Hamoglobine*) verschiedener Tierarten. E. G. Schenk 
findet®) die Globine verschiedener Tierarten, und Tadokoro auch die Ei- 
weiBk6rper der mannlichen und weiblichen Individuen derselben Tierarten®) 
als chemisch verschieden. Sehr bemerkenswert sind diejenigen Unterschiede, 
welche in der Widerstandsfaihigkeit des Hamoglobins verschiedener Tier- 
arten beobachtet wurden. 

Auch die Absorptionsspektra der verwandten EiweiBkérper sind unter- 
sucht worden. In dieser Hinsicht fand Judd Lewis kleine Unterschiede 


) Arch. f. ges. Physiol. 121, 534 (1908). 
) Biochem. Z. 50, 369 (1913). 
) Biochem. Z. 212, 102 (1929). 

4) Biochem. Z. 202, 365 (1928). 
) Arch f. exper. Path. 150, 160 (1930). 
) Ber. Physiol. 44, 616 (1928). 











14 J. Groh und E. Faltin, 


zwischen den SerumeiweiBkérpern des Menschen und des Pferdes.!) Ein 
ahnliche Untersuchung von F.C. Smith ergab ein negatives Resultat*), 
desgleichen auch diejenige von Abderhalden und Rossner, die die Ab- 
sorptionsspektra der Caseine verschiedener Tierarten verglichen.*) Anderer- 
scits weichen die fiir Plasma bzw. Serum erhaltenen Absorptionskurven der 
Ratte und der Taube nach Suhrmann und Kollath betrachtlich von- 
einander ab, was diese Verfasser auf eine verschiedene Zusammensetzung 
zuruckfiihren.*) 

Auf einen Teil dieser Arbeiten werde ich noch weiter unten zuriick- 
kommen. 

Il. Wir wollten im ersten Teile unserer Arbeit priifen, ob in 
den Absorptionsspektra der Serumeiweibstoffe des Pferdes und 
des Rindes oder des normalen und immunisierten Pferdes ein 
charakteristischer Unterschied nachzuweisen sel. 

Zu diesem Zwecke verfuhren wir folgendermafen: 


Je 20cem der zentrifugierten Sera wurden mit 50cem Wasser ver- 
diinnt und mit 70cem einer gesittigten Ammoniumsulfatlésung vermischt. 
Der Globulinniederschlag wurde nach etwa '/, Stunde filtriert und mit einer 
halbgesittigten Ammoniumsulfatlésung gewaschen. Wir sattigten das Filtrat 
mit Ammoniumsulfat und wuschen den erhaltenen Albuminniederschlag mit einer 
vesiittigten Ammoniumsulfatlésung aus. Die Niederschlaige wurden nun in 
Wasser gelést und in Schleicher- und Schiillschen Hiilsen so lange dialy- 
siert, bis die Lésung mit Nessler-Winklerschem Reagens keine Ammonium- 
reaktion gab. Der Dialysator stand zwischen Eis, und das Dialysicrwasser 
war mit Chloroform gesiattigt. Aus den Globulinlésungen bereiteten wir 
(durch Verdiinnen) je 0,09°/,ige und aus den Albuminlésungen 0,1°/jige 
Lésungen und nahmen die Absorptionskurven derselben in 1 cm_ langen 
Kiivetten auf. Die Globulinlésungen enthielten 1°/, NaCl. 

Zur Dialyse benutzten wir in manchen Fallen eine Acetatpufferlésung 
mit py — 4,8. Dieser Umstand beeinfluBte die Absorptionsspektra keines- 
wegs. Bei einer dritten Gruppe der Lésungen sahen wir von einer Dialyse 
iiberhaupt ab. In diesen Fallen erginzten wir den Ammoniumsulfatgehalt 
der zu Spektralphotometrie verwendeten Lésungen auf 1°/,. 

Zur Aufnahme der Absorptionskurven diente ein Spektrograph E 3 
von Hilger in Verbindung mit einem Judd-Lewisschen Sektorphoto- 
meter. Die Extinktionskoeffizienten berechneten wir nach der Formel 

I 
é= —— log rs 
wo c die Konzentration der EiweiBlésung in Procenten und d die Schicht- 
dicke in Zentimeter bedeutet. 


') Proc. Roy. Soc. 89, oa (1917) und 98, 178 (1922). 

*) Ebenda, 104, 198 (1 

) Z. physiol. Chem. 1 

') Strahlentherapie 30, 145 (1928). Vgl. auch 27, 572 (1927 
(1929), ferner Biochem. Z. 184, 216 (1927) und Physikal. Z. - i) 


92 

Ss, % 1 (1927). 
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Tabelle II. 
SerumeiweiBstoffe des Rinderblutes. 
Globuline Albumine 
Wollenlé Extinktions- Wellenli | Extinktions- 
ellenlange mu os ellenlange mu - 
Nr - koeffizient nigga f koeffizient Bemerkungen 
: an Stelle des ‘ an Stelle des | ; 
an Stelle des '- | an Stelle des ? 
Maxi- Mini- Maxi- Mini- Maxi- Mini- | Maxi- Mini- 
mums mums mums~= mums mums mums mums mums 
181) 280.0 951.5 14.15 5.45 8,70 279.5 252,5 8,85 3,00 5,30 | 
191) 280.0 251.5 14.05 | 5,50 8.55 279.0 952.0 8.80 3.50 5.30 Mit Wasser dialysiert 
20 279.5 252.0 13,90 5,50 8.40 278.5 252.5 Q 55 5.15 4.40 | 
21 279,0 | 250,0 14,00 | 5,10 8,90 278.5 | 253,0 10,25 | 3,40 
Mit Acetatpuffer dialysiert 
22 279.5 251.5 13,90 5,25 8.65 278.5 253.0 9.15 4.90 4.95 
23 280.0 252.0 11,70 4.30 7.40 279.5 253.0 7.95 3,40 4.55 
24 279,5 252,59 13,60 | 5,75 7,85 279,0 | 253,5 10,40 | 7,00 3,40 Nicht dialysiert 
95 280.0 252,0 13,50 0,60 7.90 279.0 253.0 9.25 5.20 4.05 
Mittel 2795 2515 13,60 530 8.30 2790 253.0 9,27 4.50 4.77 








’ 


1) Die SerumeiweiBstoffe Nr. 18 und 19 stammen von demselben Rinde, 
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I{I. Die Resultate sind in den Tabb. 1 und 2 zusammen- 
sefaBt, in welchen einerseits die Wellenlingen verzeichnet sind, 
wo die Absorptionsmaxima und -minima beobachtet wurden, 
andererseits die Extinktionskoeffizienten an Stellen der Absorp- 
tionsmaxima und -minima. A ¢ bedeutet die Differenz der beiden 
letztgenannten Werte. 

Wie ersichtlich, fallen die Absorptionsmaxima und Minima 
simtlicher Priparate auf dieselben Wellenlingen. Die Ab- 
welchungen sind in dieser Hinsicht im Mittelwerte kaum gr6éBer 
ils die Versuchsfehler. Es soll aber auch festgestellt werden, dab 
zwischen den Extinktionskoeffizienten auch bei den 
(rlobulinen und Albuminen derselben Tierarten recht 
sroBe Unterschiede zu finden sind, welche vielfach 
die Grenzen der Versuchsfehler whbhertreffen. Letztere 
konnen auf etwa -+ 2°/, geschatzt werden. 

Um diese groBe Schwankungen erkléaren zu kénnen, haben wir daran 
sedacht, daB dieselben vielleicht auf ein zwar sehr geringes und erst bei 
vréBeren Schichtdicken beobachtbares Opalisieren mancher untersuchten 
Losungen zurickzufiihren waren, indem durch dieses Opalisieren eine Licht- 
zerstreuung erzeugt wird und hieraus scheinbar gréBere Extinktionskoeffi- 
zienten resultieren. Es ist zwar méglich, daB auf diese Weise die ganze Ab- 
sorptionskurve im Koordinatensystem auf eine héhere Stelle verschoben 
wird, doch ist anzunehmen, da die relativen Stellen der Punkte der Ab- 
sorptionskurve hierdurch nicht verindert werden, insbesondere, wenn es sich um 
Punkte handelt, welche zu voneinander nicht weit entfernten Wellenlangen 
schéren. Es liegt also bei der Hand anzunehmen, daB der stérende EinfluB 
der Opalescenz auszuschalten ist, wenn wir nicht die absoluten Werte der 
ixtinktionskoeffizienten, sondern die Differenzen der bei den Absorptions- 
maxima und -minima gemessenen Extinktionskoeffizienten (4 ¢) als mab- 
vebend halten. In die Tabellen haben wir auch diese A e-Werte aufgenommen. 
Wie ersichtlich, wurde dadurch an den Schwankungen nichts geaindert, zum 
beweise dessen, da die Opalescenz keine wesentliche Rolle bei diesen 
Schwankungen spielte. 

Vergleicht man die Mittelwerte der Extinktionskoeffizienten 
und die A e-Werte, welche wir an den SerumeiweiBbstoffen des 
Pferde- und Rinderblutes erhalten haben, so sehen wir, daB die 
Artdifferenzen in diesen nicht zum Ausdruck kommen. [benso- 
wenig zeigen sich Differenzen zwischen den normalen und gegen 
Diphtherie immunisierten Pferden. Aus der Fig. 1 ist zu ersehen, 
daf diese Feststellung sich nicht nur auf die bei den Absorptions- 
inaxima und -minima gemessenen [ixtinktionskoeffizienten bezieht, 
sondern auch auf die ganzen Absorptionskurven. In dieser Figur 
sind 4 Mittelwertskurven sichtbar. Kurve 1 bezieht sich auf die 
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Pferde-, Kurve 2 aber auf die Rinderglobuline. 


Pferdealbumine. 








Kurve 3 und 4 
sind andererseits die Mittelwertskurven der Rinder- 
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IV. Im 2. Teile unserer Arbeit wollten wir naher prifen, 
worauf diejenigen Schwankungen zuriickzufiihren sind, welche 
wir zwischen den Extinktionskoeffizienten der Eiweifstoffe identi- 
In extremen Fallen erreichten 


scher Tierarten beobachtet haben. 
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diese Abweichungen 25—80°/, der absoluten Werte, obgleich die 
Versuchsfehler — wie erwahnt — nicht gréBer als auf + 2°/, 
geschatzt werden koénnen. 

Es lag bei der Hand, anzunehmen, daB diese Schwankungen 
dadurch verursacht sind, da8 die untersuchten EiweiBpriparate 
keme chemisch homogenen Stoffe, sondern Mischungen darstellen, 
in welchen die Proportion der EiweiBstoffkomponenten auch bei 
einer und derselben Tierart stark schwanken kann und welche 
Komponenten spektralphotometrisch wesentlich voneinander ab- 
weichen. 

Um die Richtigkeit dieser Annahme priifen zu kénnen, haben 
wir das Serum durch stufenweise Sittigung mit (NH,).SO, zu 
6 Fraktionen zerlegt und jede_ spektralphotometrisch unter- 
sucht. 

Die Zerlegung geschah auf folgende Weise: 200 ccm des 
Serums verdiinnten wir mit 200 cem Wasser und gaben so viel 
einer gesittigten Losung von (NH,).SO, hinzu, bis das Gemisch 
zu 30°/, an (NH,).SO, gesattigt war. Den Niederschlag sonderten 
wir durch Filtrieren. Das Filtrat sattigten wir nun durch weitere 
Zugabe einer gesattigten (NH,).5O,-Lésung bis 40°/). Auf ahn- 
liche Weise — durch Sattigung bis 50°/, — wurde die 3. Fraktion 
erhalten. Die 4., 5. und 6. Fraktion entstand bei der Sattigung 
bis 60, 70 bzw. 80°/5, wobei wir aber festes (NH,).5O, benutzt 
haben. Das Filtrat der letzten Fraktion enthielt nur mehr Spuren 
von EiweiB. Jeder Niederschlag wurde mit einer ebenso kon- 
zentrierten (NH,),5O,-Losung gewaschen, als die Konzentration 
des Filtrates war. Die Losungen der Fraktionen bereiteten wir in 
aihnlicher Weise zur spektralphotometrischen Untersuchung vor 
(ohne Dialyse), wie vorher beschrieben. 

Auf diese Weise haben wir bei 3 Sera fraktioniert und die 
tesultate in der Tab. 3 zusammengefaBt. Wie ersichtlich, nehmen 
die A e-Werte mit der Erhéhung der (NH,).SO,-Konzentration 
stufenweise ab. Besonders anschaulich wird diese Abnahme durch 
die Fig. 2 dargestellt, wo die Zahlen die Nummern der Fraktionen 
bedeuten. (Die Kurven beziehen sich auf die Fraktionen des 
2. Pferdeserums der Tab. 3.) 

Vergleichen wir bei den Pferdesera 1 und 2 die bei den Ab- 
sorptionsmaxima gemessenen Extinktionskoeffizienten (anstatt 
der A e-Werte), so sehen wir ebenfalls eine stufenweise Abnahme 
mit dem Sattigungsgrad. Beim Rinderserum kommt dies des- 
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wegen nicht zur Geltung, weil die Lésungen eimiger Fraktionen 
eine QOpalescenz aufwiesen, welcher Umstand — wie er- | 
wihnt eine Verschiebung der ganzen Absorptionskurve zur 
Lolge hat. Ks ist aber auch zu sehen, daB dieser storende EinfluB 
verschwindet, wenn wir die A ¢-Werte als maBgebend annehmen, 
welch letztere — wie ebenfalls erwihnt — von der Opalescenz 


unabhiineig sind. 


Tabelle III. 
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Rinderblutserum Nr. l. 









































| O0—30 | 20,7 278.5 | 251,5 | 13,60 6,15 | 7,45 
» 30—40 | 24.1 279,0 | 252,5 | 13,95 5.95 8,00 wenig opalisierend 
3 40—50 9,5 278.5 | 252.5 | 11,25 5.05 | 6,20 
4 50—60 3.4 IT8.5 253.5 12.85 7,95 | 4,90 ]| opalisiert 
S | 60—70 | 39,2 | 279,5 | 253.5 9,20 5,00 | 4,20 
6 7TO0—S0 29 278,5 | 256,0 12.85 11,10 1,75 | stark opalisierend 
Pferdeserum Nr. 1.) 
l 0—30 | 8,8 | 279,0 | 252,56 | 16,70 | 7,80 | 8,90 | sehr wenig opalisiercnc 
2 | 30-460 | 35,5 | 279,5 | 2520 | 13,20 | 4,85 | 8,35 
3 | 40—50 | 15,2 | 279,5 | 2525 | 12,80 6,05 | 6,75 | wenig opalisierend 
4 50—60 | 14.8 279,5 | 253,0 8.85 4.55 | 4.30 
5 60—70 | 23,7 279.5 | 254.0 7.85 4.70 | 3,15 
6 | 70—80 19 | 279,0 | 256,0 | 640 | 4,65 | 1,75 
Pferdeserum Nr. 2.?) 
1 0—30 gg 279,0 | 252,0 | 16,15 7,25 | 8,90 
2 | 30—40 | 31,5 279.5 | 251.5 | 14,60 6.85 | 7,75 
3 | 40-90 | 16,7 | 279,5 | 252,0 | 12,35 5.30 | 7.05 
4 | 50—60 | 13,4 | 279,0 | 252.5 | 10,60 5,40 | 5,20 
5 | 60—70 | 23,9 | 279,5 | 253,5 | 815 | 4,70 | 3,45 
6 | 70—S0 £60 | 279,0 | 256,0 7.05 5,25 | 1,80 




















VY. Nachdem die selektive Absorption der EiweiBkorper 
durch deren Tyrosin- und Tryptophangehalt verursacht wird, 
heB sich aus obigen Resultaten schlieBen, daB es im Tryptophan- 
oder Tyrosingehalt (oder beider) der einzelnen Fraktionen wesent- 


1) Pferdeblutsera Nr. 1 und 2 stammen von demselben Pferde. 
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liche Unterschiede gibt. Daher bestimmten wir in einem Falle 
den Tryptophan- und Tyrosingehalt der Fraktionen nach der 
Methode von Folin und Marenzi. Die Resultate sind in der 
Tab. 4 zusammengefaBt. 
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Figur 2. 

Wie ersichtlich, erwies sich unsere Annahme als richtig. Der 
Tryptophangehalt der Fraktionen nimmt mit dem Siattigungs- 
grad des Ammoniumsulfats stufenweise ab. Die Verschiebung 
des Tyrosingehaltes ist wesentlich geringer. 
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Tabelle IV. 





Nr. der Tyrosin Tryptophan 
7 As gi : 
Fraktion In °/9 in °/, 

] 8,90 5,95 1,73 

2 7,45 6,03 1,52 

3 7,05 5,19 1,61 

4 5,20 4,69 1,03 

5 3,45 4.56 0,58 

6 1,80 4,68 0,50 











Die obigen Resultate stehen in guter Ubereinstimmung mit 
denjenigen, welche von Goldschmidt und Kahn unlangst mit- 
geteilt wurden.!) Diese Autoren zerlegten das Serumalbumin 
durch stufenweise Sattigung mit Ammoniumsulfat in 3 Fraktionen. 
Diejenige, welche sich bei der héchsten Sattigung mit (NH,),SO, 
abgeschieden hat, erwies sich als vollkommen tryptophanfrei. 

VI. Der Umstand, daB die Absorptionsspektra und Trypto- 
phangehalte der EiweiBfraktionen, welche durch  stufenweise 
Sattigung mit Ammoniumsulfat erhalten wurden, einen stetigen, 
sprunglosen Ubergang zeigen, gestattet uns zu schlieBen, dab 
keine Fraktionen, welche durch (NH,),SO, nach der wb- 
lichen Weise abscheidbar sind, chemisch homogene 
EKiweiBstoffe darstellen. Alle diese bilden Mischungen 
zweier (oder mehrerer) EiweiBkorper. Bei kleinerer Satt1- 
gung scheidet sich die tryptophanreiche Komponente in gréBerer 
Menge ab, bei héherer Sattigung aber die tryptophanaérmere oder 
tryptophanfreie. Die iblichen Fraktionen (Ku- und Pseudo- 
globulin, Albumin) unterscheiden sich demnach von- 
einander nicht im qualitativen, sondern nur im quanti- 
tativen Sinne, d.h. beziiglich des Mengenverhaltnisses 
der wirklichen KiweiBkomponenten. Und ebenso wie die 
Sera das ,,Globulin‘S‘ und ,,Albumin“ in sehr variablen Verhalt- 
nissen enthalten kénnen, haben wir es offenbar mit dhnlichen 
Mischungen veriinderlicher Zusammensetzung in denjenigen Frak- 
tionen zu tun, welche unter den Namen ,,Kuglobulin™, ,,Pseudo- 
globulin“ und ,,Albumin‘ bekannt sind. Diese Auffassung erklart 
uns, warum wir so groBe Schwankungen in den Absorptions- 


1) Diese Z. 183, 19 (1929). 
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spektra der Globuline und Albumine einer und derselben Tierart 
beobachtet haben. Um die artlichen Verschiedenheiten in den 
KiweiBkérpern erforschen zu konnen, wire vor allem eine Methode 
nétig, mit welcher man aus dem Serum die wirklichen, chemiscl 
einheitlichen Komponenten separieren kénnte. 

Nach dem Gesagten kénnen wir iiber die Méglichkeit sprechen, 
} daB diejenigen Schwankungen, welche z. B. Aszodi (a. a. O.) im 
Schwefelgehalt der Kuglobuline verschiedener Tierarten nachwies, 
vielleicht ebenfalls darauf zurickzufiihren sind, daB er im ver- 
} meintlichen ,,Kuglobulin® keine chemisch homogenen  Stoffe, 
sondern Mischungen untersuchte. Um ferner diejenigen Unter- 
schiede, welche durch Suhrmann und Mitarbeiter (a. a. O.) im 
Absorptionsspektra der Blutplasmas und Sera verschiedener Tier- 
arten beobachtet wurden, erklaren zu kénnen, brauchen wir nicht 
, anzunehmen, daB wir es in diesen Stoffen mit qualitativ ver- 
schiedenen Korpern zu tun haben. Hine Annahme der abweichenden 
Proportion der Bestandteile der Plasmas und Sera reicht aus zur 
Deutung. Ahnlich kénnte man vielleicht auch die Obermayer- 
und Willheimschen Resultate (a. a. O.) erdrtern. 





Diese Arbeit war schon druckfertig, als ich die Studie von 
S. P. L. S6rensen (,,The constitution of soluble proteins‘, Comp- 
tes rendus des travaux du laboratoire Carlsberg, Vol. 18, No. 5) zu 
Gesicht bekam. Das von ihm Gesagte steht im Einklange mit 
meiner Auffassung und zeigt klar, daS& die krystallinische Dar- 
stellung eines EKiweiBkorpers keine Garantie dafiir bietet, da8 man 
es mit einem chemisch einheitlichen K6rper zu tun hat. Die 
Schwierigkeiten, welche er §. 70 behandelt, sind aus meinen 
Fraktionierungsversuchen leicht zu erkliren. AuBerdem zeigt 
aber die Studie von S6rensen den Weg, welcher zur Rein- 
darstellung der chemisch einheitlichen Komponenten des Serums 
fiihren kann. Prinzipiell sollte man — wie ich sehe — so verfahren, 
da man das Serum zuerst sehr stark verdiinnt, um eine womdglich 
vollstindige Dissoziation des ,,komponentsystems zu erreichen, 
und aus dieser Lésung dann die Fraktionen durch stufenweise 
Sattigung mit Ammoniumsulfat ausfillt. Die spektralphoto- 
metrische Untersuchung der Fraktionen, welche in diesem Falle 
nichts anderes als ein schnell bestimmbares Ma des Trypto- 
phan + Tyrosingehaltes bedeutet, wiirde auch bei einer solchen 
Mraktionierung gute Dienste leisten, um so mehr, weil zu solchen 
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Messungen wenige Zentigramme FEiweif reichlich genigen. Wir 
werden versuchen, das Serum in dieser Weise zu fraktionieren. 


Diese Arbeit wurde der III. Kl. der Ungarischen Akade- 
mie der Wissenschaften in der Sitzung am 16. Februar 193] 


vorgelegt. 

Zu besonderem Dank sind wir der Wissenschaftlichen 
Gesellschaft Széchenyi verpflichtet, durch deren Unter- 
stitzung die Durchfiihrung dieser Arbeit erméglicht wurde. Ferner 
driicken wir unseren Dank aus denjenigen (Herrn Obertierarzt 
Burghoffer, der Phylaxia A. G. und den Kliniken unserer 
Hochschule), die uns Sera freundlichst tiberlassen haben. 
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Untersuchungen in der Saponinreihe. 


Von 


Alfred Winterstein. 


(Aus dem Agrikultur- und physiologisch-chemischen Laboratorium der Eidgendéssischen 
Technischen Hochschule Ztrich [Mitteilung I-IV] und dem Kaijser-Wilhelm-Institut fir 
medizinische Forschung, Heidelberg, Institut fir Chemie [ Mitteilung V—VI).) 


(Der Redaktion zugegangen am 2%, April 1931.) 


I. Mitteilung: Uber das Saponin der Rofkastanien. 


Das Saponin der Samen von Aesculus hippocastanum (RofB- 
kastamie) ist wegen seiner leichten Zugiinglichkeit schon 6Ofters 
Gegenstand eingehender Untersuchungen gewesen. Rochleder?) 
diirfte als erster das Aglykon (Ascigenin) in Hainden gehabt haben, 
die Zuckerkomponenten sowie das Ascigenin sind neuerdings von 
A. W. van der Haar?) genauer untersucht worden. Die von 
anderen Autoren gemachten Angaben iiber das Ascigenin ent- 
sprechen, wie auch A. W. van der Haar festgestellt hat, nicht 
den Tatsachen. Das Ascin, bzw. das Anfangssapogenin ist sehr 
schwer hydrolysierbar, ein Umstand, der von Masson’), Blau‘), 
Bosshard®) und anderen nicht beachtet worden ist; die meisten 
Angaben dieser Autoren iwiber das Sapogenin sind nicht auf dag 
Aglykon, sondern auf ein Gemisch verschiedener Prosapogenine 
zu beziehen (Acide esculigénique, Masson). 

Als Ausgangsmaterial fiir die vorliegende Untersuchung 
wurde ein alkoholischer Extrakt aus 70 kg entfetteten RoB- 
kastanien, der zu etwa 50°/, aus Saponin bestand, verwendet. 
Dieses Rohsaponin stellte eine zaihe, braune, in Wasser leicht 
lisliche Masse dar. 

Bei der Hydrolyse mit verschiedenen Agenzien lieben sich 
verschiedene Sapogenine fassen. Merkwiirdigerweise ist das 


J. prakt. Chem. 101, 415 (1867); 102, 16 (1867). 


1) 
2) Rec. Trav. chim. Pays-Bas 42, 1080 (1923); 45, 271 (1926). 


i) 


) Bull. soc. Pharm. 20, 65 (1918). 
4) 5) Dissertationen Eidgen. Techn. Hochschule Ziirich 1911 und 1916. 
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Kastaniensaponin ebenso wie das Sapindussaponin durch Wasser- 
stoffsuperoxyd spaltbar. Nach lingerem Stehen einer waBrigen 
Rohsaponinilésung mit Wasserstoffsuperoxyd laiBt sich durch ver- 
diinnte Schwefelséiure ein Prosapogenin (A) abscheiden. Es ist 
in Wasser und verdiinnter Essigsiure spielend léslich und wird 
durch verdiinnte Mineralsiiuren aus seinen Loésungen ausgefallt. 
Das Saponin selbst fallt in der Kilte auf Zusatz von Schwefel- 
siure nicht aus. Entsprechend den Léslichkeitseigenschaften 
diirfte das Prosapogenin A dem Saponin noch sehr nahe stehen. 

Durch halbstiindiges Erwirmen mit verdiinnter Schwefel- 
siure wird das Saponin vollsténdig in ein in Wasser sehr schwer 
lésliches Gemisch verschiedener Prosapogenine gespalten. Die in 
Wasser unldslichen Prosapogenine reagieren sauer, das I[ind- 
sapogenin dagegen neutral. Die im Prosapogenin § enthaltene 
Carboxylgruppe gehért Glucuron- oder Galacturonséure an. Nach 
unseren bisherigen, an verschiedenen Saponinen gemachten Er- 
fahrungen sind alle diejenigen schwer hydrolysierbar, die Glucuron- 
oder Galacturonsiureglucoside sind (Quillajasaponin usw.). Durch 
Reinigung des Anfangssapogeningemisches tiber die Natriumsalze, 
fraktionierte Fallung und Krystallisation aus verdiinntem Alkohol 
konnte ein krystallisierendes Prosapogenin (B) gewonnen werden. 

Das Prosapogenin b besitzt ein Molekulargewicht von etwa 
1200, als Formel kime C;,Hg,O0., in Betracht, die endgiiltige Ent- 
scheidung fiir die Formel kann erst die quantitative Verfolgung 
der Hydrolyse bringen. Das Molekulargewicht heB sich einerseits 
durch Bestimmung des Bromgehaltes eines Bromderivates un- 
vefiihr ermitteln, andererseits erhielt man bei der vollstaéndigen 
Hydrolyse des Anfangssapogenins etwa 50°/, Aglykon, welches 
das Molekulargewicht 590 besitzt. 

Kbenso wie das Quillajaprosapogenin JéBt sich auch das 
Kastanienprosapogenin nur sehr schwer hydrolysieren. Das 
Quillajaprosapogenin wird nach A. Windaus?) durch Hydrolyse 
mit Schwefelsiure im Autoklaven bei 140° zum Aglykon gespalten, 
wiithrend wir Ascigenin sowie Quillajaendsapogenin durch 40stiin- 
dige Hydrolyse mit 5°/, alkoholischer Schwefelséiure gewinnen. 

Zur Darstellung des Ascigenins ist es nicht erforderlich, die 
Kastaniensamen zu entfetten und das Saponin selbst zu isolieren. 
Man kann vielmehr das Saponin durch Behandeln der gemahlenen 
Samen mit verdiinnter Schwefelsiure in der Kalte im Samen 


1) A. Windaus, F. Hampe u. H. Rabe, Diese Z. 160, 301 (1926). 
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selbst spalten. Das dabei entstehende Prosapogenin wird mit 
verdiinntem ammoniakalischem Alkohol extrahiert, die alkoho- 
lische Lésung mit Schwefelsiure angesiiuert und 40 Stunden lang 
hydrolysiert. Zur Trennung allfallig noch vorhandener saurer Pro- 
sapogenine wird das rohe Ascigenin mit Natronlauge behandelt 
und der getrocknete Riickstand mit Chloroform-—Alkohol extra- 
hiert. Aus 1 ke RoBkastaniensamen gewinnen wir etwa 5g 
Ascigenin. 

Dem Ascigenin wird von A. W.van der Haar die Formel 
(,,H3g0, zugeschrieben. Diese Formel trigt jedoch folgenden 
Tatsachen keine Rechnung: das Ascigenin enthilt, wie weiter 
unten gezeigt wird, 2 Atome Sauerstoff esterartig gebunden; 
nach den Untersuchungen von A. W. van der Haar sind ferner 
3 Sauerstoffatome in Form von Hydroxylgruppen vorhanden; es 
miissen also mindestens 5 Atome Sauerstoff im Ascigenin ent- 
halten sein. Das Molekulargewicht betriigt nach unseren Unter- 
suchungen etwa 580, wihrend die von A. W. van der Haar auf- 
vestellte Formel C,,H3,0, ein solehes von 352 verlangt. Die Mole- 
kulargewichtsbestimmung fithrten wir durch Brombestimmung an 
einem Monobromderivat durch, eine Methode, die sich auch bei 
anderen Sapogeninen sehr bewihrt hat. Das Ascigenin  bildet 
keine Salze, ist keine Saéure, also zu den neutralen Sapogeninen 
zu zihlen. Die Bestimmung der aktiven Wasserstoffatome nach 
Zerewitinoff deutet auf die Anwesenheit von 5 Hydroxyl- 
vruppen. Auf Grund der bis jetzt vorliegenden Resultate kénnen 
wir fir Ascigenin die Formel C,,;H;g0, wahrscheinlich machen. 
Formeln mit 1 oder 2 Kohlenstoffatomen mehr oder weniger sind 
nicht mit Sicherheit auszuschlieBen. Die Darstellung krystalli- 
slerender Derivate (Acetyl-, Benzoyl), welche die angenommene 
ormel stiitzen sollten, bietet groBe Schwierigkeiten. 

Beim Kochen des Ascigenins mit alkoholischer Salzsiure 
entsteht durch Umesterung Tiglinsiiureester. Die Formel C3,H,.0; 
kann also — vorausgesetzt, daB die Tiglinsiiure als soleche vorliegt — 
aufgelést werden in: 
| (OH) 
| _ooc—c—CH—CH, 


| 
CH, 


CoH se 


oder, falls die Tiglinsiure aus «-Methyl-$-oxybuttersiure durch 
Wasserabspaltung entstanden ist, in 
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| (OH), 
C3oH,5 
{ ococ_CH—CH—CH, 


CH, OH 


Die Tiglnsiure laBt sich mit alkalischen Mitteln auBer- 
ordentlich schwer abspalten, auch nach sehr langem Kochen mit 
starker alkoholischer Kallauge erhilt man den gréBten Teil des 
Ascigenins unverindert zuriick. Andere sehr schwer verseifbare 
ster der Sapogenine haben wir im Hederagenin- und Oleanol- 
siuremethylester kennen gelernt. Man wird in allen Fallen, in 
denen die Funktion der Sauerstoffatome in Sapogeninen noch 
nicht aufgeklirt ist (z. B. Digitogenin), auf diese abnormen Ver- 
hiltnisse Riicksicht zu nehmen haben. 

Kinen leicht verseifbaren Tiglinsdureester haben Asahina 
und Momoya!) im Jegosapogenin aufgefunden, das sich gemaf 
folzender Gleichung spalten laBt: 

Cy,H,.0, + H,O = C,.H,;(OH),0 + C,H,0, 
Sapogenin Sapogenol _ Tiglinsaure 

Das Jegosapogenin besitzt eine ahnliche Bruttoformel wie das 
Ascigenin, ferner enthalt es ebenso wie letzteres eine groBe Anzahl 
von Hydroxylgruppen. Wir zihlen Ascigenin und Jegosapogenin 
zu den komplizierter gebauten Sapogeninen. 

Das Ascigenin bildet unter der Einwirkung von Brom ein 
Derivat, welches 1 Atom Brom enthalt. Man ist geneigt, fiir die 
Bromierung einen dihnlichen Reaktionsmechanismus anzunehmen, 
wie wir ihn beim Sapindussapogenin beschreiben (vgl. III. Mit- 
teilung). Danach miBte Ascigenin eine Doppelbindung enthalten. 
Der direkte Nachweis der Doppelbindung durch katalytisch: 
Hydrierung ist noch nicht gelungen. 

Ascigenin Cy,H,,O, ist ein schwer verseifbarer Tiglinséure- 
ester eines 6wertigen Alkohols, oder ein «-Methyl-/-oxybutter- 
siureester eines 5wertigen Alkohols. Unter Annahme des Vor- 
handenseins einer Doppelbindung ist Ascigenin aus 5 Ringen 
aufgebaut. 

Im Gegensatz zu den Untersuchungen von Weil?) und 
Bosshard’) fanden wir, daB das Kastaniensaponin sehr stark 
himolytisch wirkt. Das reinst durch Dialyse gewonnene Ascin 


, 


1) Arch. Pharmazie 252, 55 (1914). 
2) Dissertation StraBburg 1906. 
) aca. QO. 
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himolysiert eine 1°/,ige Blutkérperchenaufschwemmung in einer 
10°D t 
Verdiinnung von 1:50000 vollstiandig, in einer solchen von 1: 100000 
o oa =o?) 
partiell. Bromiertes Ascin wirkt nicht mehr himolytisch. Fischen 
segentber besitzt es eine bedeutend geringere Giftwirkung als das 
unbromierte Saponin. 


Experimenteller Teil. 
Darstellung von Rohsaponin. 

100 kg getrocknete RoSkastaniensamen wurden grob  ent- 
schalt, indem man sie eine weitgestellte Excelsiormiihle passieren 
lieB. Is wurden dabei 30 kg Samenschalen, denen noch etwas 
samen anhaftete, entfernt. Die 70 kg Samen wurden fein ge- 
mahlen und in einem Extraktionsapparat mit 100 Liter Benzol 
extrahiert, bis sie vollstindig fettfret waren. Das Samenpulver 
wurde unter einem Druck von 150 Atmosphiren abgepreBt; aus 
dem Benzol gewann man 5 ke eines bei etwa 10° erstarrenden 
braungefirbten Oles. Das von Benzol befreite Samenpulver 
wurde mit 120 Liter 90°/jigem Alkohol extrahiert. Nach dem 
\bpressen und Abdestilieren des Alkohols erhielt man 20 kg 
cies braunen, honigartigen Extraktes (Rohsaponin). Verlust an 
benzol betrug 32 kg, Verlust an Alkohol 70 kg. Der alkoholische 
luxtrakt enthielt 15,5°/, Wasser, so dab also 17 kg Trockensubstanz 
erhalten worden waren, entsprechend einer Ausbeute von 25°/,, 
bezogen auf trockene, entschalte RoBkastanien. Die Menge der 
im Extrakt enthaltenen Begleitstoffe lieB sich zu etwa 50°/, 
ermitteln; es ergibt sich somit eine Saponinausbeute von rund 
12°/). Diese Zahl stimmt mit den Resultaten friiherer Unter- 
suchungen gut iiberein. 


Darstellung von reinem Saponin. 

1 kg sorgfaltig entschilte, fein gemahlene Samen wurden 
nach dem Entfetten mit Ather in der Kilte mit 80°/, Alkohol 
stehen gelassen. Nach dem Abpressen wurde der Alkohol im 
Vakuum abdestilliert, wobei eine honigartige Masse erhalten wurde, 
welche so lange mit wasserfreiem Aceton behandelt wurde, bis sie 
kérniges Aussehen erlangt hatte. Man erhielt so 60 g einer weiben 
Masse, welche sich gut pulverisieren lie8. Zur weiteren Reinigung 
wurden 50g dieses Rohsaponins in 500cem Wasser gelost und in 
einem Schnelldialysator bei 50 Umdrehungen pro Minute und 
3 Liter Wasserverbrauch pro Stunde 30 Stunden lang dialysiert. 
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Die Saponinldsung wurde im Vakuum konzentriert, die letzten 
teste des Wassers durch Behandeln mit Aceton entfernt. Es 
resultierten 25 g eines vollkommen weiSen Saponins, welches nicht 
mehr hygroskopisch war und_ sich leicht pulverisieren lef. 
Aschegehalt 0,78°/5. 


Darstellung von Bromsaponin aus Rohsaponin. 


150 ¢ Rohsaponin wurden mit 150 cem absolutem Alkohol 
iibergossen und unter starkem Riihren tropfenweise eime alkoho- 
lische Bromlésung zugefiigt. Durch die Bromierung wird das 
Saponin alkoholléslich, waihrend Zucker usw. als braune, schmie- 
rige Masse zuruckbleibt. Nach dem AbgieBen wurde die alkoho- 
lische Lésung des Bromsaponins in ein Gemisch von Ather-Petrol- 
ither (1:1) eingegossen, wobei das Bromsaponin als hellbraune, 
schwach hygroskopische Masse ausfiel. Das Bromsaponin kann 
auch mit NaOH als Natriumsalz aus der alkoholischen L6ésung 


ausgefillt werden. 


Hydrolyse des Saponins. 

a) Mit Wasserstoffsuperoxyd. 100 g Rohsaponin wurden 
in 800 cem Wasser gelést und 200 cem 30°/jiges Wasserstoff- 
superoxyd hinzugefiigt. Die anfinglich kaffeebraune Losung war 
nach einem Monat hellgelb geworden. Nach 8 Wochen wurde mit 
wenig verdiinnter Schwefelsiiure versetzt, wobei das Prosapo- 
genin A in hellgelben Flocken ausfiel. Nach dem Abnutschen 
wurde mit Alkohol ausgewaschen. Ausbeute 25g. Das Pro- 
sapogenin A ist leicht léslich in Wasser, schwer léslich in abso- 
lutem Alkohol. Aus der waBrigen Lésung laiBt es sich mit Mineral- 
siiuren ausfillen, nicht aber mit Essigsiure. Merkwiirdigerweise 
entsteht die Fallung mit Schwefelsiure nicht momentan, wenn 
man zur Loésung zuerst Essigsiiure zusetzt. Die Wirkungsweise 
des Wasserstoffsuperoxyds ist noch nicht untersucht worden. 

b) Spaltung durch Bakterien. 10g Rohsaponin wurden 
in 100 cem Wasser gelést und in einem offenen Hrlenmeyerkélb- 
chen stehen gelassen. Nach etwa 14 Tagen begann sich durch die 
Tatigkeit der aus der Luft hinzu getretenen Bakterien das Pro- 
sapogenin B- auszuscheiden. Nach 6 Wochen war vollstandige 
Spaltung des Saponins erfolgt. 

c) Mit Schwefelsiure. 240g Rohsaponin wurden in 
600 cem 80° warmem Wasser gelést und unter gutem Riihren 


18 cem konzentrierte Schwefelsiure zugefiigt, so daB die Losung 
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5°/, Séure enthielt. Die Losung wurde 30 Minuten auf 90° er- 
wirmt, mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt und unter 
Schiitteln abgekihlt. Das Prosapogenin ist in der heifen Mutter- 
lauge leicht loshch und fallt beim Kihlen auf 0° fast quantitativ 
aus. Ausbeute 43 ¢ = 18°/). 

d) Mit Salzsaure. 240 ¢ Rohsaponin wurden in 500 cem 
Wasser gelést, auf 80° erwirmt und so viel Salzsiure hinzugefiigt, 
daB die Lésung 5°/, davon enthielt. Schon nach 2 Minuten langer 
Hydrolyse konnte die Anwesenheit von Prosapogenin festgestellt 
werden. Nach 5 Minuten langem Erwirmen und Abkihlen erhielt 
man 16,6 g Prosapogenin, entsprechend einer Ausbeute von 17°/). 
Das Saponin wird durch Salzsiure 83—5mal rascher gespalten als 
durch Schwefelséure. 

1500 g Rohsaponin wurden in 10 Liter 5°/jiger Salzsiiure bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen. Nach 2 Tagen hatten sich 
85g, nach weiteren 3 Tagen nochmals 90 ¢ Prosapogenin aus- 
ceschieden. Nach 10tigigem Stehen erhielt man 200 ¢ Prosapo- 
cenin = 13,3°/5. Diese Spaltungsmethode hat sich gut bewdahrt. 


Eigenschaften des Prosapogenins. 


Das bei den verschiedenen Hydrolysen des Saponins erhaltene 
Prosapogenin ist braun bis dunkelbraun gefiirbt. Es ist schwer 
lisheh in Wasser; trotz der geringen Léslichkeit schiumt die 
Losung noch sehr stark. In verdiinntem Alkohol ist es leicht 
lislich, unldslich in Ather, Benzol und seinen Homologen. Es 
schmeckt bitter, der Staub reizt zum Niesen, genau wie das Saponin 
selbst. Zur Reinigung wird das Prosapogenin in verdiinnter alkoho- 
lischer Kahlauge gelost, der Alkohol verdampft und langsam er- 
kalten gelassen. Dabei scheidet sich das Natriumsalz des Pro- 
sapogenins aus, die Mutterlaugen sind dunkelbraun gefirbt. Durch 
iehrmaliges Wiederholen dieser Prozedur und 1—2maliges Kochen 
der alkalischen Lésung mit Carboraffin wird das Prosapogenin 
welB erhalten. Das auf diese Weise gereinigte Prosapogenin lhiefert 
bei der weiteren Verarbeitung auf Ascigenin nur wenig gefirbte 
Hvdrolysenfliissigkeiten. 

Zur Darstellung des krystallisierten Prosapogenins wurden 
200 g Rohprodukt 2 Stunden mit 600 ccm 60°/jigem Alkohol, der 
"9 Senwefelsiure enthielt, unter RiickfluB gekocht, in Wasser 
gegossen, wobei eine braune Fallung entstand, abgenutscht und 
der Rickstand mit verdiinnter Natronlauge behandelt. Dabei 
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ging eine betrichtliche Menge dunkelbraun gefarbter Harze in 


Loésung; nach mehrmaligem Behandeln mit Natronlauge war das 


rm? 


Natriumsalz des Prosapogenins nur noch schwach gelb gefarbt. 
Man léste in verdiinntem alkalischem Alkohol, kochte mit Car- 
boraffin bis zur vollstaéndigen Entfarbung und saduerte die Loésung 
mit verdinnter Schwefelsiure an. Das vollstandig weibe Pro- 
sapogenin wurde in Alkohol gelést und die alkoholische Lésung 
in Ather eingegossen. Man ldste die Fillung in 70°/, Alkohol und 
lieB lingere Zeit stehen. In etwa 100 Versuchen erhielten wir aui 
diese Weise in 5 Fallen krystallisierendes Prosapogenin B. Es 
krystallisiert in feinen Niadelchen und schmilzt bei 220—230° 
(korr. Berl) unter starker Zersetzung. Beim Erhitzen im_ Gliih- 
rohrchen destilliert ein hellgelbes Ol ab, einen schwarzen, von 
Zucker herrihrenden Riickstand hinterlassend. Das Ascigenin 
destilliert ohne Ruckstand, man kann mittels dieser Probe leicht 
feststellen, ob die Hydrolyse des Prosapogenins zum Aglykon 
beendet ist. Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 100° ge- 
trocknet. 
4,381 mg Substanz gaben 8,76 mg CO, und 3,07 mg H,0. 


1,104 mg ‘s » 832mg CO, ,, 2,81 mg H,O. 
C;,H,,0., Ber. C 54,99°/, H 7,67°/, 
Gef. ,, 54,53 55,279), ,, 7,84 7,65°), 


Bromierung des Prosapogenins. 


2 ¢ Prosapogenin B wurden in 50 eem Alkohol gelést und eine 
alkoholische Bromlésung zugesetzt, bis ein kleiner UberschuB vou 
Brom vorhanden war. Nach dem Verdiinnen mit Wasser erhieli 
man ein Bromprodukt, welches in seinen Loslichkeitseigenschaften 
dem Ausgangsmaterial weitgehend ihnlich war. [Ks farbte sic! 


beim Erhitzen auf 160° dunkelbraun und schmolz bei 220° unter 


r 
starker Zersetzung. 
0,6643 g Substanz gaben 0,1930 g AgBr = 12,37°/) Br. 
0,3640 g a » 90,1045 g AgBr= 12,22°/, Br. 
Kin weniger lang hydrolysiertes I 
das cinen niederen Bromgehalt besab: 


0,6154 ¢ Substanz gaben 0,1590 ¢ 


\gBr - 
0,1187 g AgBr = 10,74°/, Br. 


0,4705 g . - 
Aus dem Bromgehalt berechnet sich das Molekulargewiclit 
des Prosapogenins zu 1120 baw. 1210. Es kann nicht nur 1 Atou 


Brom eingetreten sein, weil die Brombestimmung des Brom- | 


Pe 


‘iscigenins ebenfalls einen Bromgehalt von etwa 12°/, ergibt. | 


’rosapogenin lieferte ein Bromderivat, 
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bei der quantitativen Spaltung des Prosapogenins zum Aglucon 
gefunden wurde, daB das Prosapogenin etwa 50°/, Zucker enthiilt, 
miissen 2 Atome Brom eingetreten sein. Méglicherweise wird das 
Brom beim Prosapogenin addiert; beim Aglykon, wo die Hvydr- 
oxylgruppen frei vorliegen, kénnte sekundiir HBr-Abspaltung 
eingetreten sein unter Bildung eines Oxydringes. 


Darstellung von Ascigenin aus Prosapogenin. 


20 g gereinigtes Prosapogenin wurden 48 Stunden in 600 cem 
60°/,igem Alkohol, der 5°/) Schwefelsiure enthielt, hydrolysiert. 
Die Lésung farbte sich allméhlich braun, zur Entfairbung wurde 
mit 10g Carboraffin behandelt. Beim Erkalten schieden sich 
5 g Ascigenin aus, das fast frei von Prosapogenin war (Gliihrohr- 
probe!). Durch Fallen mit Wasser wurden weitere 5,5 g Roh- 
iiscigenin gewonnen. Zur Abtrennung des Prosapogenins krystalli- 
siert man mehrmals aus schwach alkalischem verdiinntem Alkohol 
um. Sind gréBere Mengen Prosapogenin im Hydrolysat enthalten, 
so lést man zweckméBig in wenig alkoholischer Kalilauge, ver- 
diinnt mit Wasser, wobei das Natriumsalz des Prosapogenins 
neben Ascigenin ausfillt, und extrahiert den getrockneten Riick- 
stand mit Chloroform-Alkohol (10:1). Zur weiteren Reinigung 
lést man das Ascigenin in wenig siedendem Methanol, versetzt 
mit Chloroform, bis eben eine Triibung auftritt und bringt diese 
durch Zusatz von einigen Tropfen Methanol wieder in Lésung. 
Nach einigen Tagen beginnt das Ascigenin in biischelférmig an- 
geordneten Nadeln auszukrystallisieren. 

Zur Analyse wurde das Ascigenin 1mal aus Benzol-Alkohol 
(5:1), 2mal aus Chloroform-Alkohol, 2mal aus 85°/jigem Alkohol, 
I mal aus absolutem Methanol umkrystallisiert und bei 130° im 
Vakuum getrocknet. Der Schmelzpunkt des reinsten Produktes 
lag bei 309° (korr. Berl). 


4,428 mg Substanz gaben 11,57 mg CO, und 4,97 mg H,0. 


4,206 mg 9 ” 10,95 mg CC dy - 4,72 mg H,¢ ). 
C35H;307 Ber. C 71,13°/, H_ 9,90°/, 


Gef. ,, 71,26 71,00, ,, 12,56 12,56°/, 
Spezifische Drehung: 


5°/, alkoholische Lésung im 2dm-Rohr a= -+ 2,70°. 
10°/, me - - 2 dm- _ a= -+- 5,40°, 


fa}, = + 26,8°. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCIX. 3 
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Herr Prof. Dr. P. Niggli teilte uns wber das Krystallo- 
vraphische folgendes mit: Das Ascigenin krystallisiert in rhom- 
bischen Prismen. Die Krystalle sind homogen. Brechungsindices 
n, = 1,537, n. = 1,560, nz = 1,563. Winkel der optischen Achse 
70,23. Die Krystalle sind optisch negativ. Wir danken auch an, 
dieser Stelle Herrn P. Niggli fiir seine Bemihungen. 


Bestimmung der Hydroxylgruppen nach Zerewitinoff. 
00,2180 ¢ Substanz gaben 37,36 com Methan (0°, 760 mm). 
0,2368 g a », 40,68 com ” (0°, 760 mm). , 
C,,H,,0, fiir 5 OH-Gruppen Ber. 14,4°/, e 


Gef. 13,09, 13,12°/, 


Bromderivat des Ascigenins. 

5 g reinstes Ascigenin wurden in 20 cem Alkohol gelést und 
tropfenweise eine 2°/jige alkoholische Bromldsung zugefiigt, bis 
die Lésung schwach gelb erschien. Das Brom wird anfinglich 
rasch aufgenommen, zum SchluB erwirmt man 10 Minuten auf 
30° und fallt hierauf das Bromiscigenin mit Wasser aus. Nach 
dem Umkrystallisieren aus verdiinntem Alkohol und Chloroform 
schmilzt es bei 196—197° (korr. Berl). Es ist in allen Lésungs- 
mitteln etwas leichter léslich als Ascigenin. 


0,5012 g Substanz gaben 0,1445 g AgBr. 
6,323 mg is » 1,794 mg AgBr. 
Gef. 99 ] 2,24 12,07 "le 


Abspaltung von Tiglinsiure aus Ascigenin. 

15 g Ascigenin wurden 1 Stunde lang mit 150 cem absolutem 
Alkohol, der 38°/, Salzsiuregas enthielt, auf dem Wasserbad 
gekocht. Die Loésung farbte sich bald dunkelgriin, gleichzeitig , 
trat der charakteristische, an Quitten erinnernde Geruch des 
Tiglinsiureesters auf. Nach dem L[ingieBen in Wasser hinter- 
blieben 18,65 g einer griinlich gefiirbten Masse, von welcher sich 
11,25 g sehr leicht in Ather lésten, wihrend 2,4 g ungeldst blieben. 
Der iitherunlésliche Teil erwies sich als unverindertes Ascigenin. 
Der iitherlésliche Teil schmolz unscharf bei 95°, er konnte nicht , 
zur Krystallisation gebracht werden. 

Die salzsaure Mutterlauge wurde alkalisch gemacht und aut 
100 cem eingedampft. Dabei verschwand der Geruch des Tiglin- 
siiureesters. Nach dem Ansiuern wird die Tiglinséiure ausgeathert, 
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mit Soda ausgeschiittelt und wieder in Ather ttbergefiihrt. Nach 
dem Abdestillieren des Athers hinterblieb ein gelbgefirbtes Ol, 
welches nach einigen Tagen zu einem Krystallbrei erstarrte. Nach 
2maligem Umkrystallisieren aus wenig heiBem Wasser schmolz 
die Tiglinsdure bei 64°. Identifizierung durch Mischschmelzpunkt 
und Dibromid (Schmelzp. 86°). 
20,431 mg Substanz gaben 45,095 mg CO, und 14,892 mg H,0. 
C,H,0, Ber. C 59,96°/, H 8,59°/, 
Gef.  ,, 60,22 i 26 


Spaltungsversuch mit alkoholischer Kalilauge. 

Nach 35stiindigem Kochen von 5g Ascigenin in 100 cem 
10°/,iger alkoholischer Kalilauge wurden 4,75 g reines Ascigenin 
zuruckgewonnen. Aus der alkalischen Lésung konnte eine eben 
zur Schmelzpunktsbestimmung hinreichende Menge ‘Tiglinsiure 
erhalten werden. 

Uber verschiedene Oxydationsversuche usw. vgl. Dissertation 
A. Winterstein.!) 

Hamolyseversuche. 

Die von Weil angestellten Versuche ergaben, da8 Ascin in 
einer Verdinnung von 1:12000 totale Hamolyse hervorruft. 
Bosshard fand fir sein Kastaniensaponin die Wirkungsgrenze in 




















Verdiinnung Hamolyse 
des Blutes Menge des Kastaniensaponins war vollstandig 
in %, nach 
5 0,01 g+10cem= 1 1000 is" 
0,005 g+ 10cem= 1 2000 5’ 30” 
0,001 g+10cem= 1: 10000 2 Stunden 15’ 
2,5 0,01 g+10ccem= 1 1000 25” 
0,0075 g + 10 cem= 1 1300 30” 
0,005 g+10ccm= 1 2000 37” 
0,002 g+10cem= 1 5000 50” 
0,001 g+10cem= 1: 10000 3’ 30” 
0,0005 g + 10cem= 1: 20000 30 30” 
0,0002 g +=- 10 cem= 1: 50000 12 Stunden 
1 0,01 g+l0ccem= | 1 000 23" 
0,005 ¢g + 10ccem= | 2000 30” 
0,002 g+ 10cem= 1 5000 50” 
0,001 g+ 10ccem= 1 10000 2’ 
0,0005 g + 10 ccm = 1: 20000 14’ 
0,0003 g + 10 cem= 1: 33000 2 Stunden 30’ 
0,0002 g + 10cem= 1: 50000 8 Stunden 
0,0001 g + 10 ccm = 1 : 100000 20 Stunden partiell 


) Eidgen. Techn. Hochschule Ziirich 1923. 
3* 
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einer Verdiinnung von 1:20000. Wir finden, daB das Kastanien- 
saponin wesentlich stirker wirksam ist, indem es nimlich noch in 
einer Verdiinnung von 1:50000 totale, in einer solehen von 1:100000 
partielle Hiimolyse hervorruft. 

Die Versuche wurden in der Weise durchgefiihrt, daB de- 
fibriniertes Hammelblut mit physiologischer Kochsalzlésung ver- 
diimnt und zu 10cem dieser Blutkérperchenaufschwemmung 
Saponinldsung zugesetzt wurde. 

Das Bromsaponin und dessen Natriumsalz wurden in gleicher Weise 
wie das unbromierte Saponin auf ihre himolytische Wirkung untersucht. 

1°/,iges Blut, welches, wie wir aus obiger Tabelle ersehen, durch das 
Kastaniensaponin in einer Verdiinnung von 1: 1000 in 23 Sekunden voll- 
stindig himolysiert war, wurde durch das Bromsaponin in einer Verdiinnung 
von 1: 500 auch nach 24stiindigem Stehen absolut nicht verandert. 

Das Kastanien—Bromsaponin wirkt also nicht mehr himolytisch. 


Tierversuch. 


Es wurden einige orientierende Versuche an Goldfischen ausgefihrt. 

Versuch 1. Ein 10g schwerer Goldfisch wurde in einen Liter Wasser 
gebracht, welches 0,5 g Ascin enthielt, entsprechend einer Verdiinnung von 
1; 2000. Er wurde nach kurzer Zeit unruhig, nach etwa 15 Minuten apathisch, 
Atem verlangsamt, nach 40 Minuten Schieflage, nach 1] Stunde tot. Der 
Korper hatte sich mit einer feinen weiBen Haut iiberzogen, welche sich leicht 
ablésen lieB. 

Versuch 2. Ein etwa 10g schwerer Goldfisch wurde in einen Liter 
Wasser gebracht, welches 0,5 g Kastanien—Bromsaponin enthielt. Nach 
I Stunde konnte eine gewisse Atemnot beobachtet werden. Tod trat nach 
10 Stunden ein. 

Versuch 3. Ein 8g schwerer Goldfisch wurde in eine Lésung von 
0,5 g Kastanien-Bromsaponin in einen Liter Wasser gebracht und 1 Stunde 
darin gelassen. Der Fisch zeigte nach dieser Zeit etwas Atembeschwerden, 
erholte sich jedoch vollstandig wieder, nachdem er in frisches Wasser gebracht 
worden war. Beim entsprechenden Versuch mit unbromiertem Kastanien- 
saponin war das Tier innerhalb dieser Zeit tot. 

Das bromierte Kastaniensaponin ist also gegeniiber Tieren weniger 
wirksam als das unbromierte. 


Zusammenfassung. 

Das Kastaniensapogenin (Ascigenin) besitzt ein wesentlich 
héheres Molekulargewicht (590), als van der Haar angenommen 
hat (350). 

Wir schreiben dem Ascigenin die Formel C,,H;,0, zu, es ist 
ein schwer verseifbarer Tiglinséiureester eines 6wertigen Alkohols 
oder ein «-Methyl-f-oxybutterséureester eines 5wertigen Alkohols. 
Ks enthalt vermutlch eine Doppelbindung und stellt danach ein 
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pentacyclisches System dar. Es dirfte mit dem Jegosapogenin 
nahe verwandt sein. 

Das reine Kastaniensaponin wirkt stairker hamolytisch als 
bisher angenommen worden war. 





II. Mitteilung:') Uber das Saponin der Seifenniisse. 
Von 
Alfred Winterstein und Jean Meyer.’) 


Die vorliegende Untersuchung wurde zu einer Zeit (1921) 
begonnen, als noch sehr wenig iiber das Saponin der Seifenniisse 
(Sapindus saponaria, Sapindus Mukorossi Gartner, Sapindus 
tarak De.) bekannt war. AuBer den Arbeiten von O. May?) und 
LL. Weil‘), in denen hauptsichlich die Darstellung und die ligen- 
schaften des Saponins beschrieben werden, lagen einzig die Unter- 
suchungen von EK. Winterstein und H.Blau®) sowie von 
Kk. Winterstein und M.Maxim®) vor. Vor einigen Jahren 
erschien eine Publikation von W. A. Jacobs”) tiber das Sapogenin 
der Seifenniisse, welchem er die Formel C,H; 0, zuschreibt. 
Jacobs stellte fest, daB dieses Sapogenin mit dem von A. W. 
van der Haar’) aus Hfeu (Hedera helix) dargestellten Hedera- 
genin identisch ist. 

H. Blau stellte fiir das aus Sapindus Mukorossi isolierte 
Sapogenin die Formel C,,H,,O0, auf; die Vermutung von W. A. Ja- 
cobs, daB dieses Sapogenin mit dem seinigen, aus Sapindus 
saponaria L. dargestellten, nicht identisch sei, bestatigte sich nicht. 
Auf Grund von Brombestimmungen an einem Monobromderivat 
des Sapogenins aus Sapindus Mukorossi gelangten wir zu einem 
wesentlich héheren Molekulargewicht (480), als die Blausche 


1) I. Mitteilung vgl. Diese Z. 199, 25 (1931). 

2) Jean Meyer, Beitrage zur Kenntnis der Saponine. Diss. Kidgen. 
Techn. Hochschule Ziirich 1926. 

3) Diss. StraBburg 1905. 

4) Diss. StraBburg 1901. 

5) Diese Z. 75, 410 (1911). 

6) Helv. chim. Acta 2, 195 (1919). 

7) J. of biol. Chem. 638, 621 (1925). 

8) Arch. Pharm. 252, 421 (1914); Rec. Trav. chim. Pays-Bas 44, 770 
(1925). 
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Formel verlangt. Unsere weiteren Untersuchungen haben -— un- 
abhingig von W. A. Jacobs — ergeben, daB Hederagenin die 


Formel C,,;H;,0, besitzt. 

Prof. Radlkofer bestimmte 2 Sorten von Seifenniissen ver- 
schiedener Provenienz und erkannte die eine als Sapindus Rarak, 
die andere als Sapindus Mukorossi. In beiden Arten fanden wir 
dasselbe Sapogenin. Die Sapogenine aus Efeusaponin und aus 
den Saponinen verschiedener Sapindusarten sind also identisch. 

Das Sapindussaponin ist im Vergleich zum Kastaniensaponin 
und verschiedenen anderen sehr leicht hydrolysierbar, beim Er- 
hitzen mit verdiinnter alkoholischer Schwefelsiéure ist die Spaltung 
nach wenigen Stunden beendet. Ebenso wie das Kastaniensaponin 
wird auch das Sapindussaponin durch Wasserstoffsuperoxyd in 
ein Prosapogenin gespalten. Das Molekulargewicht des amorphen 
Produktes lieB sich durch Bestimmung des Bromgehaltes im bro- 
mierten Prosapogenin zu ungefaihr 1150 ermitteln. E. Winter- 
stein und H. Blau fanden, da8 das durch Hydrolyse mit ver- 
diinnter Schwefelséure in der Kalte erhaltene Prosapogenin un- 
gefihr zur Hialfte aus Pentosen besteht, das Molekulargewicht 
wiirde danach ungefahr 1000 betragen. 

Die Darstellung des Hederagenins wurde so weit verbessert, 
daB wir unschwer und in kurzer Zeit mehrere Kilogramm reines 
Sapogenin gewinnen konnten. Das Hederagenin ist seiner leichten 
Zugiinglichkeit wegen das geeignetste Material fiir die Konstitu- 
tionserforschung der Sapogenine. 

Die Funktion der 4 Sauerstoffatome des Hederagenins ist 
schon von A. W. van der Haar und W. A. Jacobs sichergestellt 
worden. Unabhingig von den genannten Autoren lésen wir die 
Forme] ebenfalls auf in 

(OH), 
C39H,; 


COOH 


Die Bestimmung der aktiven Wasserstoffatome nach Zere- 
witinoff ergab deren drei, durch Titration, Darstellung ver- 
schiedener Salze und Abspaltung von CO, wurde eine Carboxy]l- 
gruppe nachgewiesen. Acetylierung und quantitative Verseifung 
des Acetylkérpers ergab die Anwesenheit von 2 Hydroxylgruppen. 

Bei der Einwirkung von 1 Mol Brom auf 1 Mol Hederagenin 
wird eine schén krystallisierende Verbindung erhalten, welche 
1 Atom Brom enthalt; es hat also keine einfache Addition statt- 
gefunden. Das Bromprodukt reagiert neutral, es bildet keine 
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Salze und laBt sich im Gegensatz zum Hederagenin nicht mehr 
titrieren. Kohlendioxyd wird bei der Reaktion nicht abgespalten. 
Der Elementaranalyse nach ist ein Wasserstoffatom durch Brom 
ersetzt worden. Beim Kochen mit alkoholischer Lauge erhilt 
man eine bromfreie Verbindung. Sie reagiert sauer und ist nicht 
identisch mit Hederagenin. Die weitere Untersuchung des Brom- 
derivates (vgl. folgende Mitteilung) war fiir die Konstitutions- 
erforschung des Hederagenins von Bedeutung. 

Wird Hederagenin mit Ameisensiure einige Stunden gekocht, 
so geht es ebenfalls in eine neutrale Verbindung iiber. 

3eim Erhitzen tiber den Schmelzpunkt wird CO, abgespalten, 
dabei entsteht neben harzigen Produkten eine schén_ krystalli- 
sierende Verbindung der ZGusammensetzung Cs H,(OH),. Sie 
hesitzt die gleiche Bruttoformel wie Betulin und besitzt ahnliche 
Kigenschaften wie dieses. Betulin sowie Hederagenin geben bet 
der Dehydrierung mit Selen nach den Untersuchungen von 
L. Ruzicka und A. G.van Veen!) Trimethylnaphthalin (Sapo- 
talin). In beiden Molekiilen diirfte danach ein wesentlicher Teil 
cleich gebaut sein; wir sind geneigt, das decarboxylierte Hederagenin 
in die Reihe der pflanzlichen Sterine einzuordnen. Auer der 
Kohlendioxydabspaltung beobachtet man bei lingerem Erhitzen 
des Hederagenins das Auftreten von Formaldehyd, welchen wir 
als Dimedonverbindung charakterisierten. 

Nach den Angaben von E. Winterstein und M. Maxim 
soll aus Hederagenin beim Behandeln mit Salpetersiiure ein Di- 
nitronaphthalin entstehen. Ks gelang uns nicht, diesen Befund 
zu reproduzieren, trotzdem wir unter Verwendung von insgesamt 
500 ¢ Hederagenin die Versuchsbedingungen in weitesten Grenzen 
variierten. Unsere Oxydationsversuche, die ebenfalls mit groBen 
Substanzmengen durchgefiihrt worden sind und die zu schon 
krystallisierenden Verbindungen fiihrten, sind inzwischen durch 
die Arbeiten von Jacobs?) tberholt worden. Wir trachten in 
unseren weiteren Untersuchungen danach, das Hederagenin- 
molekiil durch Decarboxylierung usw. zu vereinfachen bzw. zum 
zugrunde liegenden Kohlenwasserstoff zu gelangen und diesen 
oxydativ abzubauen. 

Fir die Himolyseversuche wurde ein durch Dialyse gereinigtes 
Saponin verwendet. Eine 1°/,ige Blutkérperchenaufschwemmung 
wird durch Sapindussaponin in einer Verdiinnung von 1:50000 


1) Diese Z. 184, 69 (1929). 
2) J. of biol. Chem. 88, 153 (1930). 
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total hiimolysiert, in einer solchen von 1:100000 noch partiell. 
Die Grundkonzentration fiir die Himolyse hegt also ungefahr bei 
der gleichen Verdinnung wie beim Kastaniensaponin. ‘Trotzdem 
scheint das Sapindussaponin wirksamer zu sein als letzteres, da 
die totale Hamolyse bei einer Saponinkonzentration von 1:10000 
etwa 5mal rascher erfolgt als durch Kastaniensaponin. Das Pro- 
sapogenin wirkt ebenfalls hamolytisch. Das bromierte Saponin 
und das bromierte Prosapogenin sind hamolytisch unwirksam 
und keine Fischgifte mehr. In einer gesiittigten waBrigen Lésung 
von Hederageninkalium geht ein 10g schwerer Goldfisch nach 
J Stunde zugrunde. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung von Hederagenin aus Seifenniissen. 


Das Saponin ist in den Seifenniissen ausschlieBlich in den 
Schalen enthalten. Die Kerne machen ungefahr 40°/) des Nub- 
gewichtes aus. Die Schalen lassen sich nicht mahlen und werden 
direkt der Kxtraktion unterworfen. Folgende Arbeitsweise, nach 
welcher wir in 5 Tagen 25 kg Schalen verarbeiten konnten und 
iiber 1 kg Sapogenin erhielten, erwies sich als die geeignetste. 

2.5 ke Schalen werden in einem 10 Literrundkolben 5 Stunden 
mit 7,5 Liter 60°/sigem Alkohol gekocht. Die von den Schalen 
abgegossene und abgepreBte dunkelbraune Loésung wird 1 Stunde 
mit 100g Carboraffin gekocht. Das Filtrat wird mit  soviel 
50°/jiger Schwefelsiiure versetzt, daB die Lésung 5°/) Saure ent- 
hilt. Nach 4stiindigem Kochen hat sich das Hederagenin in 
krystallisiertem Zustand abgeschieden. Man laBt auf 50° ab- 
kiihlen, saugt auf emer groBen Nutsche ab und wascht mit 60°/jigem 
Methanol nach. Das so gewonnene Hederagenin ist nur schwach 
gelb gefirbt. Zur weiteren Reinigung behandelt man mit wenig 
Alkohol und lést das nunmehr vollstandig weige Produkt in 
70°/,igem Alkohol unter Zusatz von so viel alkoholischer Kali- 
lauge, daB die Lésung eben alkalisch reagiert. Sollte die Lésung 
noch braun gefirbt sein, so kocht man mit wenig Tierkohle und 
fillt erst jetzt das Hederagenin aus der siedend heiBen Lésung 
durch tropfenweisen Zusatz von 1°/,iger alkoholischer Salzsaure. 
Wir erhalten auf diese Weise aus 25 kg Schalen 1150 g Hedera- 
genin = 4,5°/,. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Alkohol 
liegt der Schmelzpunkt bei 327—3829° (korr. Ber]). 
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0,2641 g Substanz gaben 0,7391 g CO, und 0,2488 g H,0. 


0,2456 g ” »  0,6880g CO, ,, 0,2274 ¢ H,O. 
0,2407 g 1 »  0,6751 g CO, ,, 0,2226 ¢ H,O. 
C3,H;550, Ber. C 76,48°/, H 10,36°/, 


Gef. ,, 76,32 76,40 76,49°/, ,, 10,54 10,36 10,35°/, 
Bestimmung der aktiven H-Atome nach Zerewitinoff: 


0,2741 g Substanz gaben 40,69 cem Methan (0°, 760 mm). 
0,2050 g ‘i » 931,99 cem - (0°, 760 mm). 


C31 H 500, Ber. 30H 10,49°/, 
Gef. OH 11,34 11,92°/, 


Titration in alkoholischer Lésung mit Phenolphthalein und n/10-NaOH. 
0,2088 g Substanz verbrauchten 4,24 ccm n/10-NaOH. 


0,2821 g “< " 5,69 ccm n/10-NaOH. 
Mol.-Gew. Ber. 486,4 Gef. 492,3 495,9. 


Alkalisalze. Zur Darstellung der Alkalisalze des Hederagenins lést 
man in 70°/, Alkohol unter Zusatz der entsprechenden Base, verdiinnt die 
heiBe Lésung mit Wasser bis zur beginnenden ‘Triibung, beim Erkalten 
krystallisieren die Salze in zentimeterlangen seidenglinzenden Nadeln aus. 
Sie werden schon durch die Kohlensaiure der Luft zersetzt und lassen sich 
nur aus alkalischer Lésung umkrystallisieren. Sie enthalten wechselnde 
Mengen Krystallwasser oder Krystallalkohol. Zur Analyse wird das frisch 
gefallte Salz mit wenig Aceton gewaschen und im Vakuum bei 100° ge- 
trocknet. 


0,3121 g Substanz gaben 0,0478 g Na,SOQ,. 


0,3241 g is »  0,0491 g Na.SO,. 
0,3016 g = »  0,0518 g K,SO,. 
0,3264 g ™ »  0,0560 g K,SQ,. 
0,2820 g i“ »  0,0684 g Rb,SQ,. 
0,2879 g ™ »  0,0698 g Rb,SO,. 
0,3107 g - »  0,0904 g Cs,SO,. 
0,3066 g “ »  0,0893 g Cs,SO,. 
C,,H,,0,Alk. 
Ber. Na 4,52°/, K 7,45°/, Rb 14,98°/, Cs 21,48°/, 


Gef. ,, 4,97, 4,92 » 4,41 7,69 » 15,52 15,54 Cs 21,38 21,39 


Monobromderivat des Hederagenins. 


27 g reines Hederagenin werden mit 600 ccm acetonfreiem 
Methanol tibergossen. 2,6 cem Brom (entsprechend 1 Mol Brom 
auf 1 Mol Hederagenin) werden in 100 cem Methanol unter starker 
Kihlung eingetragen. Die Bromlésung wird der Hederagenin- 
suspension unter starkem Schiitteln allmahlich zugefiigt. Nach 
Ablauf von 8 Stunden war die ganze Brommenge zugegeben und 
das Hederagenin vollstandig gelést. Man gieBt die’ noch schwach 
gelb gefarbte Losung in 5 Liter Wasser, wobei sich das Bromderivat 
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voluminés ausscheidet. Man la&t nach Zusatz von etwas schwefliger 
Siiure mehrere Stunden stehen, der amorphe Niederschlag wird 


— 


dabei krystallinisch. Ausbeute = 30,5 g, das Rohprodukt schmilzt 
hei 214—215° unter Zersetzung. Nach mehrmaligem Umkrystalli- 
sieren aus Alkohol liegt der Schmelzpunkt bei 226—228°. Das 
Bromderivat ist wesentlich leichter léslich als Hederagenin. 

Farbreaktionen: Mit konzentrierter Schwefelséure griine Fiar- 
bung, die iiber Blutrot nach Braunviolett iibergeht. Nach Sal- 
kowski: Das Chloroform bleibt farblos, die Schwefelséiure wird 
im ersten Moment griin, um iiber Hellrosa, Weinrot in Violettrot 
mit griiner Fluorescenz iiberzugehen. Nach Liebermann- 
Burchard: Das Chloroform firbt sich nicht, waihrend die Schwefel- 
siure braunrot wird. 

Das Bromhederagenin reagiert neutral; es lat sich nicht mehr 
titrieren. Kohlendioxyd wird bei der Reaktion nicht abgespalten. 


Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 78° getrocknet: 


4,362 mg Substanz gaben 10,460 mg CO, und 3,355 mg H,O. 


4,101 mg ~ m 9,82 mg CO, ,, 3,15 mg H,O. 
0,4608 g = ™ 0,1540 g AgBr. 
0,3240 ¢ 7" - 0,1075 g AgBr. 
0,3590 g - i 0,1175 g AgBr. 
C,,H,,O,Br Ber. + 65,79°/, H 8,74°/, Br 14,14°/, 
Gef. ,, 65,42 65,45  ,, 8,61 8,63 » 14,22 14,12 13,93 


Bestimmung der aktiven H-Atome nach Zerewitinoff: 
0,1981 ¢ Substanz gaben 15,86 com Methan (0°, 760 mm). 
0,2004 g - » 16,91 ccm 5 (0°, 760 mm). 


C, Hy,0, Br Ber. 20H 6,01°/, 
Gef. OH 6,12 6,449, 


Aufspaltung des Bromhederagenins mit Lauge. 


2 ¢ Monobromderivat des Hederagenins werden in 100 ccm 
n-alkoholischer Kalilauge 4 Stunden gekocht, man siuert an und 
erhilt nach dem Umkrystallisieren ein bromfreies Produkt vom 
Schmelzp. 338°. Die Verbindung reagiert sauer und ist nicht 
identisch mit Hederagenin. Sie ist in allen Lésungsmitteln wesent- 
lich leichter léslich als letzteres. Mit Tetranitromethan entsteht 
keine Gelbfirbung. 

Titration mit Phenolphthalein und n/10-NaOH: 


0,2129 g Substanz verbrauchten 4,31 cem n/10-NaOH. 
C3,H590; Aqu.-Gew. Ber. 502,4 Gef. 494,0 
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Formylierung des Hederagenins. 


20 g¢ Hederagenin wurden mit 280 cem wasserfreier Ameisen- 
siure 4 Stunden auf dem Wasserbad erwiirmt und weitere 4 Stunden 
zum Sieden erhitzt. Man gieBt in 2 Liter Wasser und liBt iiber 
Nacht stehen, wobei die Fallung zum gréBten Teil krystallinisch 
wird. Das mit Wasser gewaschene Produkt wird mit wenig Aceton 
angeruhrt, wodureh gelbgefairbte Verunreinigungen — entfernt 
werden. Man lést eine kleine Probe in Ather und priift durch 
Schitteln mit Lauge, ob noch unverindertes Hederagenin vor- 
handen ist. Sollte dies der Fall sein, so wird die ganze Masse in 
Ather aufgenommen und das Hederagenin mit verdiinnter Soda- 
lisung ausgeschiittelt. 

Das Formylderivat krystallisiert aus Alkohol in feinen Nidel- 
chen, die bei 258—259° schmelzen. Es reagiert neutral; eine An- 
hydrisierung zweier Molekiile, wie sie fiir Oleanolsiure durch Kin- 
wirkung von KEssigsiureanhydrid angenommen wird, kann in 
diesem Fall nicht stattgefunden haben. Beim Kochen mit Alkali 
werden 2 Formylgruppen abgespalten, und man erhialt einen pracht- 
voll krystallisierenden K6rper, der bei 354° schmilzt und ebenfalls 
noch neutral ist. 

4,138 mg Substanz gaben 11,07 mg CO, und 3,41 mg H,O. 


“~ 


3,847 mg * »  10,28mg CO, ,, 3,16 mg H,O. 
Gef. ,, 72,94 72,88°/, ,, 9,20 9,19°/, 
Verseifung : 
0,2412 g Substanz verbrauchten 9,32 cem n/10-KOH. 
0,2318 g - os 8,75 ccm n/10-KOH. 
C33Hs5905. Ber. 2HCO 10,7°/, 


tef. » 11,25 10,94, 


Nach Zerewitinoff lieB sich kein aktiver Wasserstoff nachweisen. 


Decarboxylierung des Hederagenins. 


20 g Hederagenin werden in einem 50 ccm Jenaer Destillier- 
kolben, der mit einem dickwandigem Reagenzglas mit Ansatz 
verbunden ist, iiber freier Flamme erwiirmt. Nachdem die Sub- 
stanz vollstiéndig zusammengeschmolzen ist, wozu ungefihr 10 Mi- 
nuten erforderlich sind, wird Hochvakuum angesetzt. Es setzt 
sofort lebhafte CO,-Entwicklung ein. Um _ Sublimation von 
Hederagenin zu vermeiden, wird der Kolben dauernd mit freier 
Flamme umfichelt. Man halt die Temperatur wihrend 15 bis 
25 Minuten auf ungefihr 800°. Nach dem Abkiihlen wird die 
Masse gepulvert und mit 500 ccm Chloroform unter RiickfluB 
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gekocht. Der groBte Teil des unverainderten Hederagenins bleibt 
ungeloést zurick und wird zu weiteren Decarboxylierungen ver- 
wendet. Die Chloroformlésung wird zur Entfernung des darin 
gelosten Hederagenins mehrmals mit 2/n-Natronlauge  aus- 
geschittelt, wobei das Hederagenin als Natriumsalz ausfiallt. 
Die Chloroformlésung wird mit Wasser gewaschen, getrocknet 
und auf 40 ccm eingeengt. Beim Stehen im Kisschrank uber Nacht 
bildet sich ein dicker Krystallbrei von decarboxyliertem Hedera- 
genin. Die Ausbeuten sind, wenn man das regenerierte Hedera- 
genin beriicksichtigt, recht befriedigend. 

Das decarboxylierte Hederagenin ist schwer léslich in Alko- 
hol und Ather, leichter léslich in Chloroform, aus Chloroform 1aBt 
es sich gut umkrystallisieren. Es bildet feine Nadelechen vom 
Schmelzp. 275 bis 277° (korr. Berl). 

Zur Analyse wurde im Vakuum bei 120° getrocknet. 

21,550 mg Substanz gaben 64,110 mg CO, und 22,020 mg H,0. 


CyoH590, “Ber. ~—C_ 81,379/, H 11,39°/, 
Gef.,, 81,13 » Mae 


Bestimmung der aktiven H-Atome nach Zerewitinoff: 


0,1998 g Substanz gaben 20,3 ccm Methan (0°, 760 mm). 


0,2026 g ” »  20,68cem  ,, (0°, 760 mm). 
CoH 590. Ber. 20H 7,68°/, 
Cef. ‘eee 7,79°/, 
Hamolyse. 


Die Versuche wurden in der Weise durchgefithrt, daB de- 
fibriniertes Hammelblut mit physiologischer Kochsalzlésung ver- 
diimnt und zu 10 cem dieser Blutkérperchenaufschwemmung 1°/, 
Saponiniésung zugesetzt wurde. 

Bei den Hiaimolysen mit Sapindussaponin fallt auf, daB dic 
Himolyse bis zu einer Verdiinnung von 1:10000 sehr rasch ver- 
liuft, daB aber bei weiterer Verdiinnung die Geschwindigkeit 
stark abfillt. Man kann als Grenzwert fiir die Himolyse eine 
Verdiinnung von 1:50000 annehmen, ahnlich wie beim Kastanien- 


saponin. 
Das Sapindusprosapogenin ist ebenfalls stark hamolytisch 


wirksam. 

Kine 1°/,ige Blutkérperchensuspension, welche durch das 
Sapindussaponin in einer Verdiinnung von 1:1000 in 15 Sekunden 
vollstindig himolysiert war, wurde durch bromiertes Saponin 
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1 in einer Verdiinnung von 1:500 nicht mehr hiimolysiert. Das 
a bromierte Prosapogenin war ebenfalls vollsténdig unwirksam. 














Fir die Haimolyseversuche 
‘ wurde ein durch Dialyse gereinigtes Saponin verwendet. 
t. 
t Verdiinnung Himolyse 
t } des Blutes Menge des Sapindussaponins war vollstandig 
l : 
in %/, nach 
- a : 
\- 5 0,01 g+10cem= 1: _ 1000 20” 
0,005 g+10cem= 1: 2000 23" 
0,002 g+10cem= 1: 5000 35” 
i “ 0,001 g-+ 10cem= 1: 10000 45” 
tf 0,0005 g + 10 cem= 1: 20000 18’ 
1 2,5 0,01 g+10cem=1: 1000 15” 
0,005 g+10cem=1: 2000 15” 
0,002 g+10cem= 1: 5000 20” 
0,001 g+10cem= 1: 10000 40)” 
0,0005 g + 10 cem= 1: 20000 1’ 5! 
0,0002 g + 10cem= 1: 50000 2 Stunden 15’ 
} 0,0001 g + 10 ccm = 1 : 100000 12 Stunden partiell 
] 0,01 g+10cem=1: 1000 15” 
0,005 g+10cem=1: 2000 15” 
0,002 g+10cem= 1: 5000 20” 
0,001 g+10ccem= 1: 10000 oe" 
0,0005 g + 10cem= 1: 20000 5’ 30” 
0,0002 g++ 10ccem= 1: 50000 2 Stunden 
} 0,0001 g + 10 ccm = 1 : 100000 12 Stunden partiell 
Wirkung des Saponins auf Goldfische. 
Kin 10 g schwerer Goldfisch wurde in einen Liter Wasser ge- 
‘ bracht, welches 0,5 g Saponin enthielt, entsprechend einer Kon- 
a zentration von 1:2000. Er wurde nach kurzer Zeit unruhig, nach 
0 etwa 20 Minuten apathisch, Atem verlangsamt, nach 50 Minuten 
| Schieflage, Exitus nach 65 Minuten. Der Korper hatte sich mit 
ie )~—s einer feinen weiBen Haut iiberzogen, welche sich leicht ablésen 
- lie8. Der Fisch war nach Ablésen dieses Hiiutchens nicht mehr 
i glitschig anzufiihlen. Das Hiautchen gab die verschiedenen Sterin- 
aa reaktionen; es bildet Gegenstand weiterer Untersuchungen. 
a Kin 10 g schwerer Goldfisch wurde in einen Liter Wasser ge- 
bracht, welches 0,5 g bromiertes Sapindussaponin enthielt. Nach 
h $5 4 Stunden zeigte der Fisch eine gewisse Atemnot, er erholte sich 
: nach Kinbringen in frisches Wasser vollstindig. 
an Ein etwa 10g schwerer Goldfisch wurde in 1 Liter Wasser 
n gebracht, zu welchem 0,1 g Sapindusprosapogenin gegeben wurde. 


1 Das Prosapogenin léste sich nicht vollstindig, so daB die Saponin- 
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konzentration maximal 1:10000 betrug. In den ersten 2 Stunden 
konnten am Fisch keine Verinderungen beobachtet werden, nach 
etwa 5 Stunden war er apathisch geworden, der Tod trat nach 
7 Stunden ein. 

In einer gesittigten Losung von bromiertem Prosapogenin zeigte 
ein Goldfisch auch nach 24 Stunden noch keinerlei Veraénderungen. 

Kin 8 g schwerer Goldfisch wurde in 200 com einer gesiattigten 
wiBrigen Losung von Hederageninkalium gebracht. Der Fisch 
wurde rasch unruhig, Schieflage nach 15 Minuten, Exitus nach 
40 Minuten. 

Zusammenfassung. 


Die von A. W.vander Haar und W. A. Jacobs fiir das 

Hederagenin angenommene Formel Cg Hy, | (OH), wird _ be- 
| COOH 

stiitigt; die von H. Blau fiir das Sapogenin aus Sapindus Muko- 

rossi aufgestellte Formel C,,H,,0, ist dahingehend zu berichtigen. 

In den verschiedenen Varietiten von Sapindus findet sich ein 

und dasselbe Saponin. 

3ei der Einwirkung von Brom auf Hederagenin erhalt man 
ein neutrales Monobromderivat, welches aus Hederagenin durch 
Ersatz eines H-Atomes durch Brom entsteht. Unter der Einwirkung 
von Ameisensiure erhélt man ebenfalls ein neutral reagierendes 
Produkt. 

Das Hederagenin liBt sich leicht decarboxylieren und geht 
dabei in eine Verbindung iiber, die mit dem Betulin die gleiche 
Bruttoformel Cs 5H;,0, teilt. 

Die toxische Wirkung des Sapindussaponins auf Fische ist 
dem Hederagenin selbst zuzuschreiben, das Kaliumsalz des Agly- 
kons wirkt nach kurzer Zeit auf Fische tédlich. 

Durch Bromierung des Saponins und Prosapogenins geht die 
hamolytische Wirksamkeit verloren. 


III. Mitteilung.') 
Methode zum Nachweis einer Doppelbindung in Sapogeninen. 
Von 


Alfred Winterstein und Willy Wiegand. 





In der letzten Mitteilung wurde gezeigt, daB Hederagenin 
unter der Einwirkung von Brom oder durch laingeres Kochen 


!) II. Mitteilung vgl. Diese Z. 199, 37 (1931). 
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mit Ameisensiure seinen sauren Charakter verliert und in schén 
krystallisierende neutrale Produkte iibergeht. 

Die weitere Untersuchung dieser Verbindungen fiihrte zur 
Erkenntnis, daB Hederagenin nicht, wie bisher angenommen, 
eine gesittigte hexacyclische Saéure, sondern eine einfach un- 
gesittigte pentacyclische Siure ist. 

Die Doppelbindung ist gegeniiber katalytisch erregtem 
Wasserstoff so reaktionstrige, daB uns ebensowenig wie A. W. 
van der Haar?) und W. A. Jacobs?) eine Hydrierung gelang. 

Die in der vorigen Mitteilung fiir das Bromhederagenin an- 
genommene Formel Cs,H,0O,Br konnten wir bestitigen. CQ,- 
Abspaltung, wie sie beispielsweise bei der Kinwirkung von Brom 
auf Zimtsiure eintritt, kann hier nicht stattgefunden haben. Die 
Annahme einer Lactonringbildung zwischen einer Hydroxyl- 
sruppe und dem Carboxyl ist ebenfalls auszuschlieBen; nach 
Zerewitinoff lassen sich zwei aktive Wasserstoffatome nach- 
weisen; unter der Einwirkung von Essigsiureanhydrid erhalt man 
eine Diacetylverbindung, ferner la8t sich auch eine Acetonyl- 
verbindung darstellen. 

Wir stellten zuniichst in quantitativen Versuchen fest, dab 
die Bromierung des Hederagenins nach folgender Gleichung 
verliuft : 

1 Mol Hederagenin + br, = 1 Mol Bromhederagenin + HBr 

Quantitative Verseifungen des Bromhederagenins zeigen, dab 
zur Umwandlung in einen bromfreien Kérper 2 Aquivalente Alkali 
verbraucht werden. Es wird dabei eine neue Séiure vom Schmelz- 
punkt 338° erhalten. Bei der Eimwirkung von Zinkstaub-Kis- 
essig auf Bromhederagenin entsteht Diacetylhederagenin. Kocht 
man Bromhederagenin in Aceton mit Zink, so erhilt man in guter 
Ausbeute Hederagenin zuriick. Auch beim Behandeln des Brom- 
produktes mit Aluminiumamalgam in Alkohol wird Hederagenin 
zurickgebildet. Die Abspaltung des Broms erfolgt also unter 
gleichzeitiger Regenerierung der Carboxylgruppe. Mit n/10-Natron- 
lauge 14Bt sich Bromhederagenin auch in der Hitze nicht titrieren. 
Beim Kochen mit Pyridin oder Chinolin bleibt das Bromhedera- 
genin unveradndert; Bromwasserstoff wird nicht abgespalten. 

Uberblicken wir die am Bromhederagenin durchgefiihrten 
‘eaktionen, so geht aus ihnen, im Verein mit den analytischen 

') Arch. Pharm. 252, 421 (1914); Rec. Trav. Chim. Pays-Bas 44, 770 


(1925). 
*) Letzte Mitteilung iiber Hederagenin, J. of biol. Chem. 88, 153 (1930). 
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Daten hervor, daB im Bromhederagenin ein Lactonring 
enthalten sein muB. 


Der Ubergang von Carbonsiuren in Lactone unter der Einwirkung von 
Halogenen ist schon friiher an einer Anzahl von Beispielen beobachtet worden. 
Stets handelte es sich dabei um ungesiattigte Sauren. 

Bei der Einwirkung von Brom auf Phenylallylessigsiure erhielten 
W. Wislicenus und Goldstein!) ein Monobromderivat neutraler Reaktion. 
Kk. Hjelt?) erhielt aus Diallylmalonsiure ein dibromiertes Dilacton. Ahnliche 
Umwandlungen beobachtete R. Fittig*) an den Itacon- und Aticonsauren. 
In allen diesen Fallen bilden sich y-Lactone. 

Kingehendere Untersuchungen iiber die Bildung von_halogenierten 
Lactonen aus ungesattigten Siuren verdanken wir J. Bougault.‘) Er beob- 
achtete die Bildung von Jodlactonen unter der Einwirkung von Jod auf un- 
gesittigte niedermolekulare Saéuren und belegte dies mit zahlreichen Bei- 
spielen. Er fand diese Reaktion zuerst an /y-ungesattigten Saiuren und konnte 
sie spiter auf yd-ungesattigte ausdehnen. o/-ungesiattigte Saiuren bleiben bei 
der Reaktion unverindert, wahrend weiter vom Carboxyl entfernte Doppel- 
bindungen einfach HOJ addieren. Die erhaltenen Lactone sind y-Lactone: 


R—CH = CH—CH,—COOH —:> R—CH—CHJ—CH, 


| 
0 ——_——— C=0 





R—CH = CH—CH,—CH,—COOH —?> R—CHJ—CH—CH,—CH, 
| | 
0—___—C=0 


Die summarische Gleichung fiir die von Bougault untersuchten Vor- 
ginge ist: 

1 Mol ungesattigte Saure + HOJ= 1 Mol Jodlacton + H,0. 

Wir erkennen, daB sich auch die von uns soeben angegebene 
Gleichung fiir die Bildung des Bromhederagenins in dieser Form 
schreiben liBt, da Wasser in geringen Mengen bei unseren Ver- 
suchsbedingungen stets vorhanden ist: 


1 Mol Hederagenin + Br, + H,O =1 Mol Bromlacton-+ HBr + H,0O. 


Es geniigt das Vorhandensein von sehr wenig Wasser, um den 
ProzeB verlaufen zu lassen, da es immer zuriickgebildet wird. 
Mit dieser Deutung des Reaktionsmechanismus steht unsere 
Beobachtung in Kinklang, daB die Lactonbildung in wasserfreien 
Losungsmitteln sehr langsam verliuft. 

Bei der Einwirkung von Zinkstaub-KHisessig gehen die Bou- 
gaultschen Jodlactone in die urspriinglichen Sauren uber: 


1) Ber. chem. Ges. 29, 2601 (1896). 

2) Liebigs Ann. 216, 61 (1882). 

8) Liebigs Ann. 304, 133 (1899). 

*) C. r. Acad. Sci. 189, 864 (1904); 148, 398 (1906); 146, 140 (1906). 
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R—CH—CHJ—CH, —»> R—CH= CH—CH,—COOH 
| | 
8 


Die Verseifung der Bougaultschen Jodlactone mit Alkali 
liefert meist die zugehorigen y-Ketosiiuren: 
R—CH—CHJ—CH, —-> {—C=CH CH,—COOH 
2 OH | 
| 


{—C—CH,—CH,—COOH 
O 

Mit der Untersuchung der durch Kochen des Bromlactons 
aus Hederagenin mit Alkali erhaltenen bei 338° schmelzenden 
Saure sind wir beschiftigt. 

Ahnliche Beispicle der Bildung von halogenierten Lactonen beschreibt 
Seschke.!) Die waBrige Lésung des Natriumsalzes von 2,3-Diphenyl- 
muconsaure addiert leicht 2 Atome Jod, beim Ansiuern entsteht die Jod- 
lactonsiure. Es hat sich nur ein Carboxyl lactonisiert. Interessant erscheint, 
daB auch der 2,3-Diphenyl-muconsaéureaithylester unter Bildung eines Mono- 


brom-monolactonsaureesters reagiert: die Bildungstendenz des Lactonringes 
ist so groB, daB sie die Abspaltung von Athylbromid veranlaBt. 


Wesentlich verstiirkt werden die experimentellen Stiitzen fiir 
unsere Annahme, da Hederagenin eine / y- oder y 6-ungesittigte 
Siure ist, durch die Beobachtung, daB man durch Kinwirkung 
von Séuren auf Hederagenin ebenfalls zu einer neutral reagierenden 
Verbindung gelangt, die die gleiche Bruttoformel besitzt wie 
Hederagenin. Es handelt sich auch hier um eine Lactonbildung. 
Das Hederageninlacton, seine Diacetylverbindung bzw. Diformyl- 
verbindung bilden sich in guter Ausbeute, wenn man konzentrierte 
Salzsiure, Bromwasserstoff-Hisessig, Chlorwasserstoff-Eisessig oder 
Ameisensdiure auf Hederagenin einwirken laBt. Das Hederagenin- 
lacton ist ausgezeichnet durch groBe Krystallisationsfihigkeit und 
einen sehr hoch liegenden Schmelzpunkt (354—855°). Es 1aBt sich 
auch in der Hitze nicht mehr titrieren; der Lactonring ist sehr 
stabil. Durch 48stiindiges Kochen des Hederageninlactons 
mit Natriumithylat in Alkohol erhalt man eine Oxysaure, die 
nur als Salz bestiandig ist; beim Ansaiuern wird das Lacton zuriick- 
gebildet. 


1) Liebigs Ann. 884, 148 (1911). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCLX. 4 
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Die Umlagerung von ungesattigten Sduren in ihre Lactone 
ist namentlich von KR. Fittig!) niher untersucht worden. / y-un- 
gesittigte Siuren hefern beim Kochen mit 62°/,iger Schwefel- 
siiure die entsprechenden gesiittigten Lactone. « /-ungesiattigte 
Siiuren bleiben dabei unverindert. Die Ausnahmen von dieser 
tegel wurden teilweise schon von Fittig erkannt, nur Séuren 
mit unverzweigter IKohlenstoffkette gehorchen allgemein dieser 
Reaktion, an der Doppelbindung alkylierte Saéuren dagegen nicht. 
S. Reformatsky?) und seine Mitarbeiter untersuchten spater 
das Verhalten solcher alkylierter Séuren genauer und fanden, dab 
sich auch « f-ungesittigte alkylierte Siuren in die isomeren Lac- 
tone umwandeln kénnen. Unter besonderen Bedingungen kénnen 
auch Siiurer, welche die Doppelbindung in groBem Abstand von 
der Carboxylgruppe besitzen, in Lactone twbergehen. Die Doppel- 
bindung wandert in solehen Fiillen in die Nihe der Carboxyl- 
sruppe (Schukow und Schestakow).?) 

Da die Laectonisierung des Hederagenins nur unter sebr 
energischen Bedingungen verliiuft, libt sich a priori nicht sagen, 
ob Hederagenin in « f- oder yd-Stellung eine Doppelbindung besitzt 
oder ob die Doppelbindung noch weiter entfernt vom Carboxy] 
liegt. Bei der Diskussion entscheidet die Tatsache der Bildung 
des Hederageninbromlactons, das nur aus / y- oder y 6-ungesittig- 
ten Siiuren entstehen kann; eine Wanderung der Doppelbindung 
erscheint wenig wahrscheinlich, weil sich das Bromlacton unter 
mildesten Bedingungen in Hederagenin zuriickverwandeln 1aBt. 

Das Hederageninbromlacton diirfte prinzipiell «die gleiche 
Konstitution besitzen wie das Hederageninlacton. Die Uber- 
fihrung des Bromlactons in das Lacton selbst durch Substitution 
des Broms war bis jetzt noch nicht durchfiihrbar; hei Verwendung 
von katalytiseh erregtem Wasserstoff bildet sich Hederagenin. 

Die direkte Erfassung der Doppelbindung im Hederagenin 
durch Hydrierung ist noch nicht gelungen, ebenso erfolglos blieben 
Hvdrierungsversuche am _ leichtléslichen Methylester. Beim 
Kochen des Hederageninmethylesters mit Natrium in Amyl- 
alkohol wird ein Teil des Esters zu Hederagenin gespalten. 


Liebigs Ann. 220, 254 (1993); 283, 47 (1894). 

Ber. chem. Ges. 28, 2842 (1895); Chem. Zbl. 1897, IT, 571; 1901, I, 

1196; 1901, IT, 30; 1907, II, 13824; vgl. auch Fichter, Kiefer u. Bernouilli, 

Ber. chem. Ges. 42, 4710 (1909); Blaise u. Luttringer, C. R. 140, 148 (1905). 
3) Chem. Zbl. 1908, II, 1414; vgl. auch Houben-Weyl, Bd. III, 485, 


Leipzig 1923. 
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Einen Anhaltspunkt dafiir, da®B im Hederagenin nur eine 
Doppelbindung enthalten ist, ergibt sich aus der Tatsache, dab 
Hederageninbromlacton und Hederageninlacton mit Tetranitro- 
methan — im Gegensatz zu Hederagenin und seinen Derivaten — 
keine Gelbfirbung mehr geben. DaB® unsere Auffassung iiber das 
Vorhandensein einer Doppelbindung im Hederagenin richtig ist, 
ergaben Hydrierungsversuche am decarboxylierten Hederagenin 
(VI. Mitteilung). 

Nach den Ergebnissen der vorliegenden Unter- 
suchung ist Hederagenin als f/y- oder yd-ungesittigte 
Siure aufzufassen; es ist aus fiinf Ringen aufgebaut und nicht 
aus sechs, wie bis jetzt angenommen werden mubte. 

Unter der Annahme, daB die Doppelbindung in /y liegt, 
liBt sich die Lactonbildung folgendermaBen formulierer:: 





f \/ 
> | | 
Br. ar 
se. > C,H, Oo ———- = 
| \/ —OH 
eae [~c C—C—COOH — —OH 
we) _on | / V 
—OH >C—C—C 
: H 
Umlagerung . 
durch Sduren “ CoH, QO———_C=0 
—OH 
OH 


Unter Heranziehung der von W. A. Jacobs?) durch oxy- 
dativen Abbau des Hederagenins gewonnenen Resultate ergeben 
sich Anhaltspunkte ber die médgliche Lage der Doppelbindung 
im earboxyl- und hydroxylhaltigen Ringsystem. 

Bei der Behandlung von Albsapogenin mit Eisessig-Salzsiure 
erhielten P. Karrer und Mitarbeiter?) eine Verbindung (Alb- 
sapin), welche, im Gegensatz zum Albsapogenin, nicht mehr sauer 
reagiert. Uber den Mechanismus der Umwandlung und die Kon- 
stitution des Albsapins konnten damals keine niheren Angaben 
cemacht werden. Die Analysen des Albsapins passen gut auf 
Acetylalbsapogeninlacton; bei der Einwirkung von Brom auf Alb- 
sapogenin erhielten wir, ebenso wie beim Hederagenin, ein neutrales 
Bromderivat, welches 1 Atom Brom enthilt. Mit groBer Wahr- 


1) J. of biol. Chem. 88, 153 (1930) und friihere Mitteilungen. 
2) Helv. Chim. Acta 7, 781 (1924). 


4* 
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— 


scheinlichkeit ist anzunehmen, daB die Stellung der Carboxy]- 
gruppe zur Doppelbindung im Albsapogenin dieselbe ist wie im 
Hederagenin. Albsapogenin C,,H,,0, ist danach eine tetracyclische 
Verbindung. 

Unsere Vermutungen, daB auch andere saure Sapogenine, in 
denen eine Doppelbindung bis jetzt noch nicht nachgewiesen 
worden ist, in gesaittigte Lactone bzw. Bromlactone wbergefihrt 
werden kénnen, fanden wir am Beispiel des Quillajasapogenins 
und der Oleanolsaéure bestitigt. Das Quillajasapogenin C,9H,,0,, 
welches nach der Auffassung von A. Windaus?) pentacyclisch 
ist und danach nicht in nihere Beziehung zum Sitosterin gebracht 
werden kann, ist nach unseren Untersuchungen ebenso wie Alb- 
sapogenin tetracyclisch, und eine nihere Verwandtschaft mit 
Sitosterin ist danach durchaus denkbar. Mit der Untersuchung 
weiterer saurer Sapogenine auf ihre Fiahigkeit Lactone zu bilden, 
sind wir beschiftigt. 


Experimenteller Teil. 
Acetylierung von Hederageninbromlacton. 
6 ¢ Hederageninbromlacton, 6 ¢ geschmolzenes Natrium- 


g 
acetat, 24 ¢ Kssigsiiureanhydrid und 60 cem Chloroform werden 
6 Stunden zum Sieden erhitzt. Man filtriert heiB vom Natrium- 
acetat ab, iiberschichtet mit wenig Wasser und erwaérmt, bis das 
Kssigsiureanhydrid zersetzt ist. Die Chloroformlésung wird mit 
Wasser gewaschen und das Chloroform abdestilliert. Der Riick- 
stand wird mehrmals aus Aceton und Alkohol umkrystallisiert 
und erscheint aus Aceton in derben Nadeln vom Schmelzp. 235° 
unter Zersetzung (korr. Berl). Zur Analyse wurde bei 78° im Va- 
kuum getrocknet. 

3,795 mg Substanz gaben 8,95 mg CO, und 2,69 mg H,0O. 

3,480 mg - » 821mg CO, ,, 2,50 mg H,O. 


C,,H,,0,Br Ber. C 64,58°/, H 8,22°/, 
Gef. ,, 64,35 64,35°/, ,, 7,94 8,04°/, 


Acetonylierung von Hederageninbromlacton. 
2¢ Bromlacton, 4g wasserfreies Zinkchlorid und 25 cem 


-— 
absolutes Aceton werden in bekannter Weise zur Reaktion gebracht. 
Nach 24stiindigem Stehen hatten sich mikroskopisch kleine recht- 


eckige Blittchen abgeschieden, die nach vorsichtigem Um- 


1) A. Windaus, I. Hampe u. H. Rabe, Diese Z. 160, 301 (1926). 
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krystallisieren aus Ather bei 172° unter Zersetzung schmolzen. 
Bei mehrfachem Umkrystallisieren aus Alkohol steigt der Schmelz- 
punkt allmahlich und bleibt schlieBlich bei 220° konstant. Das 
mehrfach umkrystallisierte Produkt gibt mit Hederagenin-brom- 
lacton keine Depression des Schmelzpunktes; der Acetonylrest 
wird also abgespalten. 


Dehalogenierung von Hederageninbromlacton mit Zinkstaub-Eisessig. 


2 g Hederagenin-bromlacton, 5 g Zinkstaub und 50 cem Eis- 
essig wurden 10 Stunden unter Riickflu8 zum Sieden erhitzt. 
Die Lésung wird heiB filtriert, in Wasser gegossen und der Nieder- 
schlag aus verdiinntem Aceton umkrystallisiert. Das Produkt 
reagiert sauer, schmilzt bei 160—165° und gibt mit Diacetyl- 
hederagenin keine Schmelzpunktsdepression. Beim Verseifen 
bildet sich Hederagenin vom Schmelzp. 325°. 


Dehalogenierung von Hederageninbromlacton mit Zinkstaub 
in Aceton. 


2g Bromlacton, 8g Zinkstaub und 50 ccm Aceton werden 
14 Stunden unter Riickflu8 gekocht. Vorher entnommene Proben 
sind nicht bromfrei. Man filtriert, gieSt in Wasser und krystalli- 
siert den Niederschlag aus Alkohol um. Das erhaltene Produkt 
ist nach Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt identisch mit 
Hederagenin. 


Dehalogenierung von Hederageninbromlacton mit Aluminiumamalgam 
in Alkohol. 


Nach 12stiindigem Kochen von 2g Bromlacton mit 20 g 
aktiviertem Aluminium in 150 cem Alkohol wird angesiiuert, 
filtriert und der Alkohol auf dem Wasserbad weitgehend ver- 
dampft. Beim Erkalten krystallisiert das Hederagenin in seinen 
charakteristischen Formen aus. Schmelzpunkt und Mischschmelz- 
punkt 326—828°. 


Einwirkung von siedendem Pyridin und Chinolin 
auf Hederageninbromlacton. 


2g Bromlacton wurden mit 50 ccm Pyridin unter RiickfluB 
zum Sieden erhitzt. Nach 10stiindigem Kochen wurde die schwach 
gelb gefarbte Lésung in Wasser gegossen, der Niederschlag aus 
Alkohol umkrystallisiert. Er erwies sich als unveraindertes Brom- 











54 Alfred Winterstein und Willy Wiegand, 


lacton. Kocht man 2g Bromlacton mit 20 cem Chinolin etwa 
15 Minuten, so JéBt sich der gréBte Teil unverindert zuriick- 
gewinnen; nach lingerem Kochen entstehen halogenhaltige Schmie- 
ren. Es gelingt auf diese Weise also nicht, Bromwasserstoff ab- 
zuspalten. 
Darstellung des Hederageninlactons. 
a) Mit konzentrierter Salzsiure. 


10 g Hederagenin werden in 100 cem 90°/,igem Alkohol sus- 
pendiert und mit 10°/,iger Natronlauge in Losung gebracht. Die 
Losung wird unter starkem Rihren in 2 Liter konzentrierte Salz- 
siure cingetragen, wobei eine voluminédse Ausscheidung von 
Hederagenin entsteht. Man schiittelt 5 Tage auf der Maschine 
und saugt auf einer groBen Nutsche iiber Asbest ab. Der graue 
tiickstand wird mit Wasser aufgekocht, wobei er koérnig wird 
und leicht filtriert werden kann. Die Salzsiure wird vollstandig 
ausgewaschen, der Riickstand getrocknet und mit Chloroform 
ausgekocht. Dabei bleiben 6g unveridindertes Hederagenin un- 
velést. Die Chloroformlésung wird mit Norit entfairbt, etwas 
velostes Hederagenin durch Ausschiitteln mit Sodalésung ent- 
fernt. Beim Einengen der Chloroformlésung krystallisieren 2 ¢ 
Lacton aus. Das Lacton krystallisiert beim langsamen Verdunsten 
einer Chloroformlésung in groBen dreieckigen Platten. Schmelz- 
punkt 354° nach schwachem Sintern. Das Lacton gibt mit Tetra- 
nitromethan keine Gelbfirbung. Zur Analyse wird mehrmals aus 
Chloroform umkrystallisiert und im Vakuum bei 120° getrocknet. 


4,103 mg Substanz gaben 11,47 mg CO, und 3,73 mg H,0. 


3,947 mg m » 11,07 mg CO, ,, 3,59 mg H,0O. 
C,H 590, Ber. C 76,48°/, H 10,36°/, 
Gef. 76,24 76,47 », 10,16 10,20°/, 


b) Mit Eisessig—Schwefelsiure. 


5 ¢ Hederagenin werden mit 100 cem 20 Vol.-°/,iger Schwefel- 
siiure-Lisessig bis zur Lésung geschiittelt und 24 Stunden stehen 
velassen. Die Farbe der Lésung geht iiber rosa nach schmutzig- 
grin uber. Man gieBt in Wasser, erwiirmt bis der gallertige Nieder- 
schlag koaguliert und loést ihn nach gutem Waschen und Trocknen 
in Chloroform. Die Chloroformlésung wird mit sehr verdiinntem 
schwach alkalischen Alkohol durchgeschiittelt, wobe1 nichtlactoni- 
siertes Hederagenin entfernt wird. Das Chloroform wird nach 
Zusatz von etwas Alkohol verdampft, bei vorsichtigem Verdiinnen 
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mit Wasser laiBt sich das Produkt direkt krystallin erhalten. Nach 
2maligem Umkrystallisieren aus verdiinntem Alkohol erhalt man 
sehr schone, hiaufig radial vereinigte Nadeln, die bei 244° schmelzen. 
Die Verbindung reagiert neutral, beim Verseifen mit alkoholischer 
Kalilauge entsteht das Hederageninlacton vom Schmelzpunkt 354°. 
Die Elementaranalysen stimmen auf Diacetylhederageninlacton; 
unter obigen Versuchsbedingungen wird Hederagenin lactonisiert 
und acetyliert. Zur Analyse wurde mehrmals aus Benzin (100 bis 
150°) umkrystallisiert. 
3,843 mg Substanz gaben 10,38 mg CO, und 3,27 mg H,0O. 


3,993 mg eS » 10,75 mg CO, ,, 3,43 mg H,0. 
C;,H;,04 Ber. C 73,64°/, H 9,54°/, 
Gef. »» 73,67 73,41°9/, ,, 9,51 9,61°/, 


c) Mit Bromwasserstoff—Elsessig. 

10 g Hederagenin werden in 100 g bei 10° gesiittigtem Brom- 
wasserstoff-Hisessig eingetragen und 3 Tage bei Zimmertempe- 
ratur stehen gelassen. Die Loésung firbt sich dabei dunkelbraun. 
Man versetzt mit 500 cem Wasser, wiischt den Niederschlag gut 
aus, nimmt in Alkohol auf und entfirbt durch Kochen mit Norit. 
Beim Einengen der alkoholischen Lésung erhalt: man 9 g Diacety]- 
hederageninlacton vom Schmelzp. 244°. Dieses geht beim Ver- 
seifen quantitativ in das Lacton vom Schmelzp. 354° uber. Diese 
Darstellungsweise ist bequemer als die oben beschriebenen. 


Aufspaltung des Hederageninlactons. 

5 ¢ Lacton werden in 200 cem absolutem Alkohol und 50 g 
Natriumithylat gekocht, bis vollstindige Lésung eingetreten ist. 
Dies ist nach 20—30 Stunden der Fall. Zur Kntfernung allfallig 
noch vorhandenen Lactons gieBt man in 500 ccm Wasser und 
schiittelt mit Chloroform aus. Die alkalische Loésung wird zum 
Sieden erhitzt und bis zur beginnenden Triibung mit Wasser ver- 
setzt. Beim Erkalten krystallisiert das Natriumsalz der aus dem 
Lacton entstandenen Oxysiure aus. Es wird aus 70°/sigem alkali- 
schem Methanol umkrystallisiert und erscheint daraus in langen 
Nadeln. Beim Ansiuern einer alkalischen Loésung wird das 
Hederageninlacton zurickgebildet. 


Versuch zur Reduktion des Hederageninmethylesters mit Natrium 
in Alkohol. 


10 g Hederageninmethylester wurden in 150 ¢em absolutem 
Alkohol gelést. Man gibt 10g Natrium hinzu, das nach etwa 
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einstiindigem Kochen in Lésung geht. Nach weiterem Zusatz von 
5 g Natrium kocht man noch 5 Stunden, verdiinnt die rotbraune 
Lésung mit Wasser und schiittelt mit viel Ather aus. Aus der 
iitherischen Losung erhalt man durch Ausschiitteln mit verdiinnter 
Natronlauge 3,4 g Hederagenin, aus der iitherischen Lésung lassen 
sich 4,5 g unverinderter Methylester gewinnen. Die Verseifung 
des Hederageninmethylesters ist vor kurzem auch W. A. Jacobs!) 
gelungen. 
Zusammenfassung. 


Auf Grund der Bildung von Lactonen, die sich durch Hin- 
wirkung von Brom oder Sauren auf Hederagenin bilden, wird das 
Vorhandensein einer Doppelbindung im Hederagenin erwiesen. 


Hederagenin besitzt entgegen der bisher herrschenden Auf- 
fassung nicht sechs Ringe, sondern nur deren fiinf. Es ist eine 
einfach ungesittigte, pentacyclische Dioxy-monocarbonsaure. Die 
Doppelbindung liegt in f y- oder y 6-Stellung zum Carboxyl. 

Die Ubertragung der Lactonringbildung auf Quillajasapo- 
genin, Albsapogenin, Oleanolsdéure, Sia- und Sumaresinolséure?) 
deutet auch in diesen Fallen auf das Vorhandensein einer in £ y- 
oder y 6-Stellung zum Carboxyl liegenden Doppelbindung hin. 





IV. Mitteilung.*) Wher ein Sapogenin aus Viscum album. 
Von 


Alfred Wiuterstein und Walter Hiimmerle.‘) 


Die zur Familie der Loranthaceen gehérende Mistel (Viscum 
album) hat schon im Altertum therapeutisch eine gewisse Be- 
deutung erlangt. In neuerer Zeit werden Kxtrakte dieser Pflanze 
als blutdrucksenkende Mittel in den Handel gebracht. Nach den 
Untersuchungen von J. Nolle®) und anderen Forschern ist die 
blutdrucksenkende Wirkung von Mistelextrakten sicher erwiesen, 


———————— 


1) J. of Biol. Chem. 88, 153 (1930). 

2) Robert Egli, Uber die Harzsiuren der Siam- und Sumatrabenzoe. 
Hans Geret, Uber Sumatrabenzoe. Diplomarbeiten. Eidgen. Techn. Hoch- 
schule Zirich 1928/29. 

3) III. Mitteilung vgl. Diese Z. 199, 46 (1931). 

4) Diss. Eidgen. Techn. Hochsch. Ziirich 1931. 

5) Arch. fiir exper. Pathol. 158, 90 (1930). 
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und zwar wird als Ursache der Senkung des Blutdruckes eine 
Beeinflussung der in der Medulla oblongata und im Riickenmark 
gelegenen Vasomotorenzentren angegeben. Auf die BlutgefiBe des 
isolierten Kaninchenohres und der Niere wirkt der Extrakt schwach 
gefaBerweiternd. Die Atmung wird bei Kaltbliitern wie bei Warm- 
bliitern abgeschwacht, insbesondere bei groBen und mittleren 
Dosen. Die Angaben Chevaliers?), daB in der Mistel 2 Saponine 
enthalten sind, die eine Senkung des Blutdruckes hervorrufen, 
kénnen wir nicht bestatigen. Hingegen konnten wir zeigen, daB 
in der Mistel ein Sapogenin der Formel C,,H;,0, in Mengen von 
1—2°/, vorhanden ist. Saponine scheinen nach intravendser 
Applikation im allgemeinen eine Blutdrucksteigerung hervor- 
gurufen (H.Handovsky und J.v. Trossel).2) Uber unsere 
eigenen diesbeziiglichen Versuche berichten wir in anderem Zu- 
sammenhang. Nach den Untersuchungen von Handovsky und 
Trossel wird der Cholesteringehalt im Muskel nach intravendser 
Injektion von 0,6mg Saponin pro Kilogramm Korpergewicht 
bei allen Tieren bedeutend herabgesetzt. 

Uber die physiologische Wirksamkeit der Sapogenine sind 
wir infolge der Schwerloslichkeit dieser Aglykone noch wenig 
unterrichtet. DaB die spezifische Toxizitét der Saponine auf 
Fische im wesentlichen auf den Sapogeninkern selbst zuriick- 
zufihren ist, konnten wir sicherstellen. Gesiattigte waBrige 
Lésungen der Alkalisalze von Sapogeninen wirken auf Fische 
nach kurzer Zeit tédlich. In den Extrakten von Viscum album 
wird das Sapogenin durch Begleitstoffe teilweise in Lésung gehalten. 
Damit ist die Méglichkeit gegeben, daB es ahnliche Wirkungen 
entfaltet, wie Saponin selbst. Es wird die Frage zu priifen sein, 
ob das in der Mistel enthaltene Sapogenin einen EinfluB auf den 
Cholesterinspiegel des Organismus ausiibt und damit — wenigstens 
indirekt — mdglicherweise bei Arteriosklerose den Blutdruck 
beeinfluBt. 

Die letzte Untersuchung iber die sterinartige Verbindung 
aus Viscum album stammt von E.I.van Itallie.*) Er ver- 
arbeitete 2 Varietiten von Viscum, die eine von Apfelbiumen, 
die andere von Pappeln stammend. Aus beiden erhielt er ein und 
dieselbe Verbindung, eine Carbonsiure, welche die verschiedenen 
charakteristischen Sterin- bzw. Sapogeninreaktionen gab. Den 





1) Soc. biol. 64, 111 (1908). 
*) Arch. fiir exper. Pathol. 117, 347 (1926). 
3) Pharmac. Weekbl. 55, 701 (1918). 
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an, trotzdem seine Titrationen nur auf ein Molekulargewicht von 
246 (Ber. 456) hinwiesen. Auf Grund seiner Befunde nimmt 
van Itallie an, daB diese Verbindung mit dem von verschiedenen 
Forschern in Pflanzen aufgefundenen Urson identisch ist. 

Durch Reinigung der Siéiure itiber das Natriumsalz und Ofteres 
Umkrystallisieren aus Alkohol erhielten wir eine einheitliche 
Substanz vom Schmelzp. 306—308°. Die Verbindung schmilzt 
in reinem Zustand 25° hoher als Urson; sie ist in Alkohol wesentlich 
leichter léslich; ferner weichen auch ihre Derivate wesentlich im 
Schmelzpunkt und spezifischer Drehung von denen des Ursons 
ab. Die von K.I. van Itallie vermutete Identitat dieser Saure 
mit Urson ist in Abrede zu stellen. 

Kine dem Urson nahestehende Verbindung vom Schmelz- 
punkt 804—310° ist in Olivenblattern (Oleanol) und Gewiirz- 
nelken (Caryophyllin) sowie als Aglykon des Zuckerriibensaponins 
(Zuckerriibensapogenin) aufgefunden worden.') 

Unsere Vermutung, daf die aus Viscum album erhaltliche 
Siure mit Zuckerriibensapogenin bzw. Oleanol identisch ist, 
konnten wir durch direkten Vergleich der beiden Verbindungen 
und ihrer Derivate sicherstellen. 

Kntsprechend dem Vorschlage von A. W. van der Haar?) 
wihlen wir fiir Oleanol, Caryophyllin, Zuckerriibensapogenin und 
die aus Viscum album erhiltliche Verbindung den Namen Ole- 
anolsiiure (vgl. auch nichste Mitteilung). 

Uber die Funktion der drei Sauerstoffatome besteht eine 
Meinungsverschiedenheit zwischen A. W. van der Haar und F. D. 
Dodge.*) Nach Dodge ist die Oleanolsiure ein Lacton. Die 
lFormel wiire nach seiner — auch neuerdings wieder vertretenen — 


Schmelzpunkt fand er zu 280°, als Bruttoformel nahm er (C,,>H,,0) 


Auffassung aufzulésen in: 
—OH 
CoH, —— 
|_d_o 
Nach van der Haar besitzt Oleanolsiure die Formel 
—OH 


C39 H jo 
| —~COOH 


1) A. W. van der Haar, Rec. Trav. Chim. Pays-Bas 46, 793, 775 (1927) 


K. Rehorst, Ber. chem. Ges. 62, 519 (1929). 
2) Ree. Trav. Chim. Pays-Bas 48, 547 (1924). 
3) Journ. Am. Chem. Soc. 40, 1917 (1918); 52, 1722 (1930). 
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Die Auffassung von Dodge ist nach unseren Befunden zu 
verwerfen; wir fanden keinen Anhaltspunkt, der zugunsten einer 
Lactonform sprechen wirde. Nach Zerewitinoff lassen sich 
in der Oleanolsiure zwei, in der Acetyloleanolsiure ein aktives 
Wasserstoffatom nachweisen, beim Erhitzen iiber den Schmelz- 
punkt wird die theoretisch berechnete Menge Kohlendioxyd ab- 
gespalten, beim Kochen mit Essigsiureanhydrid erhalt man die 
von A. W. van der Haar beschriebene Essigsiureanhydridverbin- 
dung, welche beim Umkrystallisieren aus Alkohol die normale, 
sauer reagierende Acetyloleanolsiure liefert. Diese laiBt sich glatt 
titrieren. Ferner spricht auch die weiter unten  beschriebene 
Bildung eines sehr stabilen Monobromlactons nicht dafiir, daB die 
Carboxylgruppe in Lactonform vorliegt. 

Wahrend Dodge fir das Caryophyllin die Formel C3>5H4,0s, 
Rehorst+) fiir das Zuckerriibensapogenin die Formel C,,H4gO, 
annimmt, schlieBen wir uns auf Grund der Analysen und Aqui- 
valentgewichtsbestimmungen der Auffassung van der Haars an, 
nach welcher die Formel der Oleanolsiure C,,H-)0; ist. 

Mit Tetranitromethan geben Oleanolsiure und deren Deri- 
vate eine Gelbfairbung, man darf also das Vorhandensein min- 
destens einer Doppelbindung vermuten. Wir haben die am 
Hederagenin gemachte Beobachtung, daB unter Kinwirkung von 
1 Mol Brom auf 1 Mol Sapogenin unter Abspaltung eines Moles 
Bromwasserstoff ein neutral reagierendes Monobromlacton ge- 
bildet wird, auf die Oleanolsiure itibertragen. Die Reaktion ver- 
liuft ganz analog wie beim Hederagenin. Das aus Oleanolsiure 
unter Hinwirkung von Brom entstehende Produkt reagiert neutral, 
besitzt die Formel C3,H,,0,Br, laBt sich mit Zink-—Eisessig in die 
Oleanolsiure zuriickverwandeln und gibt mit Tetranitromethan 
keine Gelbfarbung mehr. Es ist damit in der Oleanolsiure 
wenigstens auf indirektem Wege eine Doppelbindung 
nachgewiesen. Die Oleanolsiure besitzt demnach einen Ring 


weniger als bisher angenommen worden ist und fiigt sich — was 
die Anzahl der Ringe anlangt — in die Reihe der Amyrine, des 


Betulins und des Hederagenins ein. 

Oleanolsiure ist eine pentacyelische, einfach un- 
gesittigte Mono-oxy-monocarbonsiéiure der Zusammen- 
setzung Cs,H; 0s. 


1) Ber. chem. Ges. 62, 519 (1929). 








60 Alfred Winterstein und Walter Hammerle, 


Experimenteller Teil. 


Darstellung der Oleanolséure aus Viscum album. 


8 kg feingemahlene Blatter von Viscum album wurden in 
einem Extraktionsapparat mit 20 Liter Ather extrahiert. Die 
Oleanolsiure wird der atherischen L6sung durch mehrmaliges 
Ausschiitteln mit sehr verdiinntem alkalischen Alkohol entzogen. 
Die vereinigten, dunkelgefirbten Lésungen des oleanolsauren 
Natriums werden mit Carboraffin lingere Zeit gekocht, filtriert 
und mit konzentrierter Salzsiure stark angesduert, dabei entsteht 
ein hellgriin gefarbter Niederschlag. Man erhitzt einige Zeit auf 
dem Wasserbad, la8t erkalten und fiihrt die Oleanolsiure in Ather 
aber. Die braun gefairbte atherische Lésung wird griindlich 
mit Wasser gewaschen, wobei sich dunkelgefarbte Harze in der 
Zwischenschicht ansammeln, von denen abgetrennt wird. Die 
immer noch dunkelgefairbte atherische Losung wird mit 6 °/, iger 
Natronlauge ausgeschiittelt, wobei das Natriumsalz der Oleanol- 
siure krystallinisch ausfallt. Man saugt auf einer groBen Nutsche 
ab, wischt mit verdinnter Natronlauge nach; das Natriumsalz 
ist nur schwach grinlich gefarbt, die Verunreinigungen finden 
sich in der alkalischen Mutterlauge. Zur Reinigung wird das 
Natriumsalz in 70°/,igem Methanol gelést und mit wenmig Car- 
boraffin gekocht. Man sauert die filtrierte, heiBe Losung mit Eis- 
essig an, lat langsam erkalten, wobei die Oleanolséure in feinen 
weiBen Niidelchen auskrystallisiert. Ausbeute an reiner Saéure 
64 ¢ = 0,8°/). 

Die Oleanolsiure laBt sich gut iiber das Natriumsalz reinigen, 
nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus absolutem Alkohol 
schmilzt sie bei 306—809° (korr. Berl). In 100 cem 96°/,igem 
Alkohol von 18° lésen sich 0,88 g (Urson 0,87 g), in 100 eem Chloro- 
form von 18° 1,25 g. Aus absolutem Alkohol krystallisiert die 
Oleanolsiiure mit 1 Mol Krystallalkohol, der beim Stehen im 
Exsiceator nur langsam abgegeben wird. Zur Analyse wird im 
Vakuum bei 120° getrocknet. 

C,H; Ber. C 79,08°/, H 10,71°/, 
Gef. C 79,37 79,41 79,30 79,15 79,10 79,26°/, 
H 10,83 10,73 10,55 10,40 10,50 10,69°/, 


> 


Krystallalkohol: 1,2938 g aus absolutem Alkohol umkrystallisierte 
Oleanolsiure, die im Exsiccator iiber CaCl, getrocknet war, verlor nach vier- 
stiindigem Erhitzen auf 78° im Hochvakuum 0,1048 g an Gewicht = 0,91 Mole 


C,H, OH. 
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0,2052 g Substanz gaben 0,0938 g AgJ = 0,93 Mole C,H,OH. 
Titration in alkoholischer Lésung mit Phenolphthalein: 


13,70 mg Substanz verbrauchten 2,95 cem n/100-NaOH. 
0,1502 g - - 3,2 cem n/10-NaQOH. 


Cs,H;90,  Aqu.-Gew. Ber. 470,4 Gef. 464 469. 
Die Bestimmung der Dissoziationskonstanten ergab A, = 3-10-7. Die 
spezifische Drehung wurde in Chloroform bestimmt: 
a=-+ 1,08° e= 0,71 [= 2 [a] /,° = + 76,1°, 
Bestimmung der aktiven Wasserstoffatome nach Zerewitinoff: 


a) Krystallalkoholhaltige Oleanolsiure. 


0,1124 g Substanz gaben 14,5 cem Methan (0°, 760 mm). 
0,0791 g ‘ss » 10,3 cem a (0°, 760 mm). 
0,0997 g s » 13,0 ccm - (0°, 760 mm). 


C,,H;90;°C,H,OH Ber. 3 aktive H 0,586°/, 
Gef. ™ »» 0,576 0,585 0,583°/, 


b) Im Hochvakuum getrocknete Oleanolsaure. 


0,0772 g Substanz gaben 7,4 ccm Methan (0°, 760 mm). 


0,064 g i » 6,1 ccm = (0°, 760 mm). 
33 5903 Ber. 2 aktive H 0,425°/,. 
Gef, wt », 0,428 0,427°/, 
Acetyloleanolsaure. 


2,5 g Oleanolsiure wurden in 25 ccm Aceton gelést und nach 
Zusatz von 2,5 g geschmolzenem Natriumacetat und 10 ccm 
Kssigsiureanhydrid 3 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt. Es 
wurde heifS vom ungelésten Natriumacetat abfiltriert; auf Zusatz 
von wenig Wasser schied sich die von A. W. van der Haar naher 
untersuchte Essigsiureanhydridverbindung aus. Nach 2maligem 
Umkrystallisieren aus Essigsiureanhydrid schimolz sie bei 212°, 
wurde bei weiterem Erhitzen wieder fest, um nochmals bei 306 bis 
310° zu schmelzen. Bei der Acetylierung mit Acetylchlorid in 
Pyridin entsteht direkt die bei 310° schmelzende Verbindung. 
Zur Analyse wird mehrmals aus Methanol umkrystallisiert, wobei 
die normale, sauer reagierende Acetylverbindung vom Schmelz- 
punkt 258—260° (korr. Berl) erhalten wird. 


3,989 mg Substanz gaben 11,32 mg CO, und 3,60 mg H,0. 
4,197 mg - »  11,90mg CO, ,, 3,81 mg H,0. 
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C,,H,.0, Ber. C 77,28°/, H 10,23°/, 
Cef. so 41500 °0bd0 » 10,90 10,19°, 
Titration: 0,1524 g Substanz verbrauchten 3,00 cem n/10-NaOH. 
Aqu.-Gew. Ber. 512,4 Gef. 508 
0,3418 g Acetyl-oleanolsiure wurden mit 10 cem n-NaOH unter Zusatz 
von etwas Alkohol 1 Stunde gekocht. Verbrauch an NaOH = 1,35 cem. 


Mol.-Gew. Ber. 512,4 Gef. 506 
Die spezifische Drehung wurde in Chloroform bestimmt: 
a=-+ 1,12 c= 0,77 t=: 2 [a] },° =-+ 72,8°. 
Bestimmung der aktiven Wasserstoffatome nach Zerewitinoff: 


0,922 ¢ Substanz gaben 3,8 cem Methan (0°, 760 mm). 


font Soe 


C53H;.0, Ber. 1 aktives H 0,195°/, 
Gef. ay 0,185 


Die aus Kssigsiiureanhydrid umkrystallisierte, bei 70° im 
Vakuum getrocknete Essigsiiureanhydridverbindung lieferte kein 
Methan. Die Auffassung van der Haars, daB die Carboxy!- 
gruppe anhydrisiert vorliegt, diirfte richtig sein. 


Oleanolsauremethylester. 


Die Oleanolsiiure laBt sich mit Dimethylsulfat oder Jodmethy!| 
nur sehr schwer verestern. Mit Diazomethan in atherischer Sus- 
pension erhilt man den Methylester in guter Ausbeute. Nach 
mehrmaligem Umkrystallisieren aus Methanol schmilzt er bei 
196—198° (korr. Berl). Er ist ebenso wie Hederageninmethylester 
sehr schwer verseifbar; durch 1stiindiges Kochen mit n-alkoho- 
lischer Kalilauge wird er nicht verindert. 


Monbromlacton der Oleanolsaure. 


1 ¢ Oleanolsiiure wird in 40 cem Methanol heiB gelést, nach , 
Abkiithlen auf 25° fiigen wir 13,5 cem einer 0,342 ¢ Brom (1 Mol | 
Brom auf 1 Mol Oleanolsiure) enthaltenden Tetrachlorkohlen- 
stoffldsung hinzu. Das Brom wird sehr rasch aufgenommen, erst 
nach Zugabe des letzten Kubikzentimeters bleibt die Lésung 
schwach gelb gefiirbt. Man versetzt mit 200 cem Ather, wiischt 
den Alkohol vollstiindig aus und entfernt eine kleine Menge nicht | 
lactonisierter Oleanolsiiure durch Ausschiitteln mit Barytwasser. 
Nach dem Trocknen wird der Ather weitgehend verdampft; das 
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Bromlacton krystallisiert in feinen Nidelehen aus. In Ather und 
Chloroform ist es ziemlich leicht léslich, es 1aBt sich aus Methanol 
oder Alkohol umkrystallisieren. Der Schmelzpunkt des Brom- 
lactons ist, im Gegensatz zu demjenigen anderer Derivate, sehr 
scharf, d.h. 242,2—242,.4° (korr. Berl) nach Einbringen des 
Roéhrehens bei 232°. Mit dem Bromlacton aus Zuckerriiben- 
sapogenin gibt es keine Schmelzpunktserniedrigung. Es reagiert 
neutral, nach Zerewitinoff laBt sich nur noch ein aktives Wasser- 
stoffatom nachweisen. Mit Tetranitromethan entsteht keine Gelb- 


fiirbung. 
4,194 mg Substanz gaben 10,5 mg CO, und 3,53 mg H,O. 
4,531 mg - » 11,32 mg CO, ,, 3,72 mg H,O. 
C,,H,,0. Br Ber. C 67,72°/, H 8,99°/, 


Gef. » 68,28 68,18 » 9,42 9,19°/ 
0,0932 ¢ Substanz gaben 3,52 ccm Methan (0°, 760 mm). 


Ber. 1 aktives H 0,183°/, 
Gef. ‘ »» 0,169°/, 


Dehalogenierung des Bromlactons. 


1¢ Bromlacton wird in 50 cem Eisessig gelést und nach 
Zusatz von 1g Zinkflittern und etwas Sublimat 4 Stunden auf 
dem Wasserbad erwirmt. Nach dem Filtrieren wird in Wasser 
cegossen und der Niederschlag aus Methanol umkrystallisiert. 
Durch Schmelzpunkt (803—806°), Titration und Bestimmung der 
aktiven Wasserstoffatome wurde die regenerieyte Oleanolsiiure 
identifiziert. 





0,0950 ¢ Substanz gaben 8,8 ccm Methan (0°, 760 mm). 
Ber. 2 aktive H 0,425°/, 
Gef. 59: 0,416°/, 
Bei langerer Einwirkung von iiberschiissigem Brom auf 
Oleanolsiiure werden héher bromierte, krystallisierende, ebenfalls 
neutral reagierende Verbindungen erhalten. 


Kohlenoxydabspaltung aus Oleanolsaure. 


0,2 ¢ Oleanolsiure wurden mit 8 cem konzentrierter Schwefel- 
sdure 15 Minuten auf 110—120° erhitzt, wober 7,2 cem 
(0°, 760 mm) = 75°/, des theor. Kohlenoxyd abgespalten wurden. 
Ks erscheint uns bei diesen komplizierten Verbindungen gewagt, 
aus der Kohlenoxydabspaltung eimen SchluB auf die Stellung 
von Hydroxylgruppe zu Carboxylgruppe zu ziehen. 
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Kohlendioxydabspaltung aus Oleanolsaure. 


0,3781 ¢ Oleanolsiure wurden mit der 10fachen Menge 
gereinigtem Naturkupfer im Fluorendampfbad erhitzt. Nach 
15 Minuten waren 0,0321 g CO, = 90,08°/, der Theorie, nach 
weiteren 15 Minuten 0,351 g CO, = 98,58°/, der Theorie ab- 
gespalten worden. Das_ krystallisierende Decarboxylierungs- 
produkt bildet Gegenstand weiterer Untersuchungen. 


Zusammenfassung. 


Die im Viscum album enthaltene sterinéhnliche Verbindung 
ist nicht, wie EK. I. van Itallie vermutete, identisch mit Urson, 
sondern mit Zuckerriibensapogenin, Oleanol und Caryophyllin. 
In Ubereinstimmung mit A. W. van der Haar wihlen wir fiir 
diese Verbindungen die Bezeichnung Oleanolsiure. 

Die Oleanolsiiure bildet, ebenso wie Hederagenin, ein neutrales 
Bromlacton; sie ist eine pentacyclische, einfach ungesattigte 
Mono-oxy-monocarbonséiure der Zusammensetzung C3,H, 90s. 

Die von Dodge vertretene Auffassung, daB die Carboxy]l- 
vruppe in der Oleanolsdiure lactonartig vorliegt, ist zu verwerfen. 


V. Mitteilung.') 
Uber das Guajacsaponin und ein Saponin aus Calendula officinalis. 
Von 


Alfred Winterstein und Gertrud Stein. 





Guajacsaponin. 


Uber das Guajacsaponin bzw. Guajacsapogenin ist eine Reihe 
von Arbeiten erschienen, doch gelang es erst vor kurzem E. Wede- 
kind und W. Schicke?), das Aglykon in krystallisiertem Zustande 
zu gewinnen. Das Saponin ist ziemlich schwer hydrolysierbar, 
wahrscheinlich haben friihere Autoren nichtkrystallisierende Ge- 
mische von Endsapogenin und Prosapogenin in Hiinden gehabt. 
Wedekind und Schicke gelangten durch Istiindiges Kochen 
des Saponins mit 5°/jiger Schwefelsiure zum _ Prosapogenin; 
letzteres wurde in Suspension in 5°/jiger Schwefelsiure durch 


1) IV. Mitteilung vgl. Diese Z. 199, 56 (1931). 
2) Diese Z. 195, 132 (1931). 
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3stiindiges Erhitzen auf 155° weitergespalten. Das dabei erhaltene 
gelbbraune Pulver war nicht zur Krystallisation zu bringen, wie 
wir vermuten, weil das Prosapogenin auch unter diesen Versuchs- 
bedingungen nicht vollstindig gespalten wird. Durch Acetylieren 
des Rohproduktes und Verseifen konnte das Aglykon in krystalli- 
siertem Zustand erhalten werden. 

Wir haben, unabhingig von den genannten Autoren, das 
(guajacsaponin ebenfalls in den Bereich unserer Untersuchungen 
einbezogen und sind in einigen Punkten zu etwas abweichenden 
Resultaten gelangt. Was die Hydrolyse der Saponine anbetrifft, 
mochten wir empfehlen, die Spaltung in allen Fallen in 2 Stufen 
durchzufiihren, und zwar in alkoholischer Lésung, nicht in wiib- 
riger oder in Suspension. Wir hydrolysieren das Saponin in 
alkoholischer schwefelsaurer Lésung zum Prosapogeningemisch, 
wobei ein groBer Teil des Zuckers entfernt wird, der sonst bei der 
erforderlichen langen Hydrolysendauer stark zersetzt wird und zu 
dunkelbraunen Loésungen fiihrt. Das Prosapogenin 1aBt sich i 
Alkohol oder Aceton mit Schwefelsiiure oder mit Salzsiéiure voll- 
stiindig spalten, ohne daB die Farbe der Loésung wesentlich dunkler 
wird. Wir erhalten auf diese Weise das Aglykon direkt in krystalli- 
siertem Zustand. 

Das von Wedekind und Schicke als Guagenin bezeichnete 
Guajacsapogenin erwies sich nach unseren Untersuchungen als 
identisch mit der in der vorigen Mitteilung beschriebenen Oleanol- 
siure.t) Zur Imdentifizierung verglichen wir Oleanolsiure aus 
Viscum album und deren Derivate mit dem Guajacsapogenin. 
Die Schmelzpunkte der Oleanolsiure, ihrer Acetylverbindung, 
ihres Methylesters und Acetylmethylesters sind nicht sehr scharf. 
Innerhalb eines sehr kleinen Temperaturintervalles (0,2°) schmilzt 
das Bromlacton. Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt der 
Bromlactone aus Oleanolsiure und Guajacsapogenin liegen scharf 
bei 242,2—242,.49, Zur weiteren Identifizierung ist das charakte- 
ristische Verhalten der von A. W. van der Haar?) genauer unter- 
suchten Essigséureanhydridverbindung geeignet. Sie schmilzt bei 
210° im Krystallessigsiureanhydrid; bei weiterem Erhitzen wird 
sie nach Abgabe von Essigsiureanhydrid wieder fest, um nochmals 
ber 315° zu schmelzen. Schmelzpunkt und spezifische Drehung 





1) Herr E. Wedekind teilt uns mit, daB er die Identitat des Guayvenins 
mit Zuckerriibensapogenin inzwischen auch erkannt hat. 
*) Rec. Trav. Chim. Pays-Bas 46, 775 (1927). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCIX, uv 
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der verschiedenen Derivate weichen nur unbedeutend von- 
einander ab. 

Kine sehr charakteristische Verbindung erhéilt man durch 
liingeres i,ochen der Oleanolséure oder ihrer Acetylverbindung mit 
Misessig—Salzsiiure. In der III. Mitteilung!) haben wir gezeigt, daB 
Hederagenin unter Kinwirkung verschiedener Séuren in- ein 
Lacton ibergeht. P. Karrer und Mitarbeiter?) machten am 
Albsapogenin die Beobachtung, dai beim Kochen mit [isessig- 
Salzsiure eine neutral reagierende Verbindung, das Albsapin, 
entsteht. Die gleiche Reaktion tritt auch bei der Oleanolsaure 
ein: unter der Kinwirkung von Kisessig-Salzsiure geht die einfach 
ungesittigte Oleanolsiure in ein gesiittigtes, bei 3854—355° 
schmelzendes Acetyllacton tiber. Das Lacton gibt, im Gegensatz 
zu Oleanolsiiure, mit Tetranitromethan keine Gelbfirbung mehr. 
Mit der weiteren Untersuchung dieses K6rpers sind wir beschiéftigt. 





Calendulasaponin. 


Aus den zur Gewinnung von Carotinoidfarbstoffen mit Ather 
extrahierten Bliiten von Calendula offizinalis (Ringelblume) 
erhielten wir durch Extraktion mit 90°/,igem Methanol und Fallen 
mit Ather eine nichtkrystallisierende Substanz, die alle Eigen- 
schaften eines Saponins zeigt. Das Auffinden dieses Saponins 
erscheint bemerkenswert, einerseits weil tiber die physiologisch 
wirksamen Bestandteile der offizineilen Ringelblume noch wenig 
bekannt ist, andererseits weil das Vorkommen von Saponinen in 
Bliiten bis jetzt nur in einem Fall bei Gypsophilaarten beobachtet 
wurde. 

Bei der Hydrolyse des Calendulasaponins, die in gleicher 
Weise durchgefiihrt wurde wie beim Guajacsaponin, erhielten wir 
in einer Ausbeute von etwa 5g pro kg Bliitenmehl ein schén 
krystallisierendes Aglykon vom Schmelzp. 305—308°. Das Calen- 
dulasapogenin erwies sich ebenso wie das Guajacsapogenin als 
identisch mit dem Zuckerriibensapogenin, d. h. mit Oleanolssdure. 
Die Identifizierung erfolgte in gleicher Weise wie beim Guajac- 
sapogenin. Ob die Glykoside selbst, also Guajacsaponin, Zucker- 
riibensaponin und Calendulasaponin, ebenfalls identisch sind, sol! 
untersucht werden. 


1) Diese Z. 199, 46 (1931). 
2) Helv. Chim, Acta 7, 781 (1924). 
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Oleanolsaure scheint im Pflanzenreich weit verbreitet zu sein. 
Bis jetzt kennen wir 6 Vorkommen. In freiem Zustand ist sie 
enthalten in: Gewirznelken (Caryophyllin), in Olivenblittern 
(Oleanol) und in Viscum album; als Glykosid findet sie sich in dex 
Gquajacrinde, in der Zuckerriibe und in Calendulabliiten. 

Beziiglich der Bruttoformel der Oleanolsiure werden drei 
verschiedene Auffassungen vertreten: 

C5,Hy.03. Rehorst?!) (Zuckerriibensapogenin). 

C39H5903- Power und Tutin*®) (Oleanol), Dodge*) (Caryo- 
phyllin), Wedekind und Schicke*) (Guagenin). 

C5,H;,90;. vander Haar®) (Zuckerriibensapogenin und Ca- 
ryophyllin). 


Mit Ricksicht auf die von uns vermuteten nahen Beziehungen 
zwischen Oleanolsiure und den Phytosterinen der Zusammen- 
setzung Co >H,,O erscheint die Festlegung der richtigen Formel 
fiir Oleanolséure wesentlich. Nach den Untersuehungen von 
L. Ruzicka und A. G. van Veen®) erhalt man aus Oleanolsiure 
und den Amyrinen bei der Dehydrierung mit Selen ‘Trimethyl- 
naphthalin (Sapotalin). Ein wesentlicher Teil der beiden Mole- 
kiile diirfte also gleich gebaut sein. Schon aus rein theoretischen 
Krwagungen heraus méchten wir der Formel C,,H; 0, den Vorzug 
geben. Die Formel C,,H;,0, fiir Hederagenin steht nach den 
Arbeiten von van der Haar’), Jacobs) und unseren eigenen fest. 
Das um CO, armere Betulin sowie Hederabetulin (vgl. folgende 
Mitteilung) besitzen die Formel C3,H,,(0H), und k6énnen rein 
formelmaBig als 2wertige Triterpenalkohole aufgefaft werden. 
Vermutlich stehen Betulin bzw. Hederabetulin in naher Beziechung 
zu den Amyrinen, Stigmasterin und der in anderem Zusammen- 
hang zu beschreibenden decarboxylierten Oleanolsaure. 

Rehorst konnte durch Addition von Brom und mit der 
Permanganatreaktion keine Doppelbindung nachweisen; nach 
semer Formel C,,HygO, miuBte das Molekiil 7 Ringe enthalten. 


1) Ber. chem. Ges. 62, 519 (192y). 

2) J. Chem. Soc. London 93, 891 (1908); 105, 2050 (1914). 

3) J. Am. Chem. Soc. 40, 1917 (1918). 

*) a. a. O. 

°) Rec. Trav. Chim. Pays-Bas 46, 775 (1927). 

) Rec. Trav. Chim. Pays-Bas 48, 1018 (1928); Diese Z. 184, 69 (1929). 
7) Arch. Pharm. 252, 421 (1914). 

) J. of biol, Chem. 68, 621 (1925). 
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Es ist nicht anzunehmen, da die Oleanolsiure eine gréBere An- 
zahl Ringe enthalt als Hederagenin, Betulin oder die Amyrine. 
Kine Entscheidung zwischen den Formeln C,,H5903 und C3)9H4O, 
ist nur auf Grund eines groBen Analysenmaterials méglich. Nach 
den Analysen und Aquivalentgewichtsbestimmungen der Oleanol- 
siure aus Viscum album haben wir uns schon in der vorigen Arbeit 
fir die Formel C3,H;,03, entschieden. Die Analysen der Oleanol- 
siure und ihrer Derivate aus Guajac- und Calendulasaponin 
sprechen ebenfalls zugunsten der Formel C3,H;90,. Wenn auch 
verschiedene unserer Analysen ebensogut auf die Formel Cy9H4,0., 
wie auf C,,H.,O, passen, so legen die Kohlenstoffwerte einer 
ganzen Anzahl Analysen auBerhalb der Fehlergrenze, d.h. um 
0,4—0,5° hoher als die Formel Cy9H,gO0, verlangt, aber noch inner- 
halb der Fehlergrenze fiir die Formel C3,H; 903. 

Die Oleanolsiure wird durch folgende Daten charakterisiert : 














Schmelzpunkt (korr. Ber]) | [«]/,° in Chloroform 
Oleanolsiure . ..... 305—308° + 76,5° 
Methylester ...... 195— 198° + 73,5° 
Acetylverbindung . . . . 259— 264° + 70,5° 
Acetyl-methylester . . . 218—220° +- 67,0° 
Bromlacton ...... 242,2—242,4° + 63,5° 
Acetyllacton ...... 354 — 355° + 22,5° 
ee 338 — 342° +. 10,5° 


Experimenteller Teil. 


A. Oleanolsaure aus Guajacsaponin. 


Darstellung der Oleanolsaure aus Guajacsaponin. 

50 ¢ Guajacsaponin (Merck) werden in 250 cem 70°/, igem 
Methanol in der Wirme gelést und nach Zusatz von 20 cem 50°/jiger 
Schwefelsiure unter RickfluB gekocht. Nach etwa 20 Minuten 
beginnt die Loésung trib zu werden, nach 2stiindigem Kochen 
ist ein dicker Brei von Prosapogenin entstanden. Man 1léBt erkalten, 
saugt auf einer groBen Nutsche ab und wischt mit etwas 70°/,igem 
Methanol nach. Die erste Fraktion wiegt 25 g = 50°/, des an- 
gewandten Saponins. Die Mutterlauge wird auf 200 ccm ein- 
geengt, wobei man eine weitere noch vollstandig weibe Fraktion 
von 4¢ erhalt. Totalausbeute an weiBem Prosapogenin = 58°/,. 
Beim Einengen der 2. Mutterlauge auf 100 cem werden noch 
2,5 ¢ braungefirbtes Prosapogenin erhalten. Zur weiteren Spal- 


ait _ 


tung werden die 29 g Prosapogenin in 500 cem Aceton, welchem 
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50 cem 35°/jige Salzsiure zugefiigt werden, 3 Stunden gekocht. 
Das Prosapogenin geht im Verlauf von }/, Stunde in Lésung. Die 
anfinglich nur schwach gelb gefairbte Losung wird mit der Zeit 
rot. Um festzustellen, ob die Hydrolyse beendet ist, fiihrt man 
1 cem der Acetonlésung in wenig Ather iiber, verdampft ihn in 
einem kleinen Reagenzglas und erhitzt den Riickstand vorsichtig 
liber kleiner Flamme. Die Hydrolyse ist beendet, wenn das Sapo- 
genin destilliert, ohne Riickstand zu hinterlassen. Diese einfache 
Art der Kontrolle hat sich auch in anderen Fillen bewihrt. Bei 
einiger Ubung laBt sich der Grad der Spaltung an der Menge des 
kohligen Riickstandes recht gut abschiatzen. 

Die Acetonlésung wird mit 1 Liter Wasser verdiinnt und mit 
500 cem Ather ausgeschiittelt; aus der wiBrigen Acetonlésung 
wird durch nochmaliges Ausschiitteln mit 200 cem Ather der Rest 
des Sapogenins gewonnen. Die vereinigten itherischen L6sungen 
werden mit Wasser gewaschen, wobei unter Umstiainden noch eine 
kleine Menge des in Ather schwer léslichen Prosapogenins aus- 
fallen kann. Der atherischen Lésung wird die Oleanolsiure durch 
mehrmaliges Ausschiitteln mit n-Natronlauge entzogen. Das auf 
diese Weise gewonnene, in Wasser fast unldsliche Natriumsalz ist 
zum gréBten Teil krystallinisch und vollstindig weib. Die Ver- 
unreinigungen bleiben teils in der wibrigen Loésung, eine kleine 
Menge einer neutralen Verbindung verbleibt im Ather. Das 
Natriumsalz wird abgenutscht, mit verdiinnter Natronlauge 
vewaschen, in Aceton-Alkoholgemisch (1:1) gelést, mit Salzsaure 
angesiuert und auf dem Sandbad langsam eingeengt. Dabei 
krystallisiert die Oleanolsiure allmaéhlich aus. Man erhalt 10 ¢ 
volilstandig weiBe Substanz; aus den Mutterlaugen gewinnt man 
weitere 2,5 g, die sich leicht uber die Acetylverbindung reinigen 
lassen. Totalausbeute an nichtumkrystallisiertem Sapogenin 
25°/, des angewandten Saponins. Nach 2maligem Umkrystalli- 
sieren aus absolutem Alkohol schmilzt die Oleanolsiiure bei 
305—308° (korr. Berl). 

Die Hydrolyse la8t sich auch durch 24—86stiindiges Kochen 
mit 7°/,iger alkoholischer Schwefelsiiure bewerkstelligen. Die 
Lésung wird im Verlauf der Hydrolyse etwas weniger dunkel 
gefiirbt als bei Anwendung von Salzsiiure. 

Zur Analyse wurde bei 120° im Vakuum getrocknet. 

3,592 mg Substanz gaben 10,41 mg CO, und 3,43 mg H,0. 


3,693 mg - ™ 10,72 mg CO, ,, 3,56 mg H,O. 
C,,H;,03 Ber. C 79,08°/, H 10,71°/, 


Gef. », 79,04, 79,16°/, ., 10,69, 10,79°/, 
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Die spezifische Drehung der Substanz wurde in Chloroform bestimmt: 


m7 ~ 0,40 c= 68 fm J [jai 


Acetylverbindung. 

2 g Oleanolsiiure werden in 20 cem Essigsiiureanhydrid !/, Stde. 
gekocht. Beim Erkalten krystallisiert die von A. W. vander Haar!) 
beim Zuckerriibensapogenin niiher beschriebene neutrale acetylierte 
Hssigsiureanhydridverbindung aus. Nach 1 maligem Umkrystalli- 
sieren aus lissigsiureanhydrid schmilzt die Verbindung bei 209°; bei 
weiterem Erhitzen wird das Krystallessigsiiureanhydrid abgegeben, 
die Substanz wird wieder fest und schmuilzt nochmals bei 312°. 
Van der Haar gibt die entsprechenden Schmelzpunkte zu 212° 
bzw. 815° an. Die Essigsiiureanhydridmutterlaugen werden mit 
Wasser zersetzt, wobel eine weitere Menge derselben Verbindung 
erhalten wird. Zur Gewinnung der eigentlichen sauer reagierenden 
Acetylverbindung wird 4/, Stunde mit Methanol gekocht, wobei das 
Kssigsiureanhydrid als Kssigester abgespalten wird. Nach mehr- 
maligem Umkrystallisieren aus Methanol schmilzt die Verbindung 
bei 259—264°. 

Andrlik und Votocek?) geben den Schmelzpunkt des Acetylzucker- 
riibensapogenins zu 260 an, van der Haar zu 260°, Rehorst zu 260—261°, 
Power und Tutin zu 258° (Acetyloleanol), Dodge 260—265° (Acetylcaryo- 
phyllin), Wedekind und Schicke 268° (Acetylguagenin). Trotz sorgfaltiger 
Reinigung gelang es uns nicht, einen scharfen Schmelzpunkt zu erhalten; 
unser Befund stimmt gut mit demjenigen von Dodge tberein. 

Zur Analyse wurde bei 120° im Vakuum getrocknet. 

3,625 mg Substanz gaben 10,24 mg CO, und 3,24 mg H,0. 


3,500 mg - - 9,885 mg CO, ,, 3,18 mg H,0. 
C,,H;.0, Ber. 1 77,28°/, H 10,23°/, 


Gef. ,, 77,04 77,03°/, ,, 10,01 10,16°/, 


Die spezifische Drehung der Substanz wurde in Chloroform bestimmt: 


a=+0,75 c=1,042 %=1  [a]},’ =+ 72,0° 

x 0,75 c=1,031 U=1 = [a)}’ =+ 72,7° 

of 0,56 c = 0,795 i=] [x]!,* =+ 70,5° 
Methylester. 


0,5 @ Oleanolsiiuie aus Guajacsaponin werden in 80 ccm Ather 
suspendiert und mit Diazomethan verestert. Wenn sich die Saure 
gelést hat, wird das iberschiissige Diazomethan durch Erhitzen 
verjagt, von einer kleinen Menge amorpher Flocken abfiltriert, 
einige Kubikzentimeter Methanol zugefiigt und der Ather ver- 


1) Rec. Trav. Chim. Pays-Bas 46, 788 (1927). 
2) Chem. Zbl. 1898, I, 621. 








Untersuchungen in der Saponinreihe. 71 


damp{ft. Beim LErkalten krystallisiert der Methylester in feimen 
Nadelchen aus, die nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus 
Methanol bei 195—198° schmelzen (korr. Ber]). 

Zur Analyse wurde im Vakuum bei 120° getrocknet. 


3,771 mg Substanz gaben 11,000 mg CO, und 3,62 mg H,0O. 


3,913 mg se “i 11,3875 mg CO, ,, 3,735 mg H,O. 
CO Ber. C 79,34°/, H_ 10,83°/, 
Gef. »» 19,55 79,28 » 10,74 10,69 


Die spezifische Drehung wurde in Chloroform bestimmt: 


a =-+ 0,41 c = 0,708 faz} [x]/,> =-+ 74,9° 
a =-+ 0,5: c = 0,561 f= 3 [x] },’ L. 73,19 
Acetylmethylester. 


Acetyloleanolsiure aus Guajacsaponin wird, wie oben an- 
gegeben, verestert. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus al- 
solutem Alkohol hegt der Schmelzpunkt bei 218—220° (korr. Ber!|). 


Zur Analyse wurde im Vakuum bei 120° getrocknet. 
3,737 mg Substanz gaben 10,61 mg CO, und 3,475 mg H,0O. 
3,664 mg ei - 10,40 mg CO, ,, 3,36 mg H,O. 
C8..0; Ber. C 77,51°/, H 10,34°/, 
Gef. »» 77,41 77,43 »» 10,41 10,27 
Die spezifische Drehung wurde in Chloroform bestimmt: 
«a =-+ 0,62 c = 0,881 Fe [a]},> =+ 70,4° 


2=+0,22 c=0,330 %=1  [s]}9 =+ 66,79 


Acetyllacton. 

2 2 Oleanolsiure aus Guajacsaponin werden in 20 cem Eisessig 
erhitzt und allmahlich mit 10 cem konzentrierter Salzsiure versetzt , 
und 15 Stunden gekocht. Beim Erkalten krystallisiert das Acety!- 
lacton aus. Es ist in Ather unldslich, in Alkohol nur schwer ldslich, 
in Chloroform leicht léslich. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren 
aus Chloroform-Methanol schmuilzt es scharf bei 354—355° (korr. 
Berl). Mit Tetranitromethan entsteht keine Gelbfarbung. 

Zur Analyse wurde im Vakuum bei 120° getrocknet. 

3,522 mg Substanz gaben 9,975 mg CO, und 3,18 mg H,O. 


3,811 mg - » 10,805 mg CO, ,, 3,465 mg H,0O. 
C,,H,,0, Ber. C 77,28°/, H 10,23°/, 


Gef. »» 77,24 77,32°/, ,, 10,10 10,18°/, 
Die spezifische Drehung wurde in Chloroform bestimmt: 
a =+ 0,10 c = 0,473 b=] [xJ}* =+ 21,1° 











72 Alfred Winterstein und Gertrud Stein, 


B. Oleanolsaure aus Calendulasaponin. 


Darstellung des Calendulasaponins. 

8 ke gemahlene, vom Farbstoff durch Extraktion mit Ather 
befreite Calendulabliten werden mit 9 Liter 90 °/jigem Methanol 
uber Nacht stehen gelassen. Nach dem Abpressen wird der Ex- 
trakt mit Ather versetzt, bis keine Fillung mehr entsteht. Die 
braune Schmiere wird nochmals aus Alkohol-Ather umgefillt, es 
resultiert eine hellgelbe kérnige Masse, die nur wemg hygroskopisch 
ist. Zur weiteren Reinigung wird das Saponin dialysiert. 


Darstellung der Oleanolsaure. 


3 kg gemahlene, vom Farbstoff befreite Bliiten werden mit 
9 Liter 60°/,igem Methanol 3 Stunden auf dem Wasserbad auf 60° 
erwirmt. Man preBt ab, fiigt so viel Schwefelséiure hinzu, daB die 
Lésung 7°), davon enthaélt und kocht 3 Stunden. Man verdiinnt 
mit Wasser, laBt tber Nacht im Ejisschrank stehen, dekantiert 
und nutscht das ausgefallene Prosapogenin auf einer groBen Nutsche 
uber Quarzsand ab. Das dunkelgefarbte Prosapogenin wird in Alko- 
hol aufgenommen, mit Carboraffin gekocht und in gleicher Weise 
zum Aglykon gespalten, wie bei Guajacsapogenin beschrieben. Der 
einmal extrahierte Riickstand lhefert bei weiterer Extraktion noch 
betrachtliche Mengen Sapogenin. Ausbeute an reiner Oleanol- 
siiure etwa 10 g, Schmelzp. 305—3808° (korr. Berl). 

Zur Analyse wurde im Vakuum bei 120° getrocknet. 


3,734 mg Substanz gaben 10,83 mg CO, und 3,50 mg H,0O. 


3,346 mg - - 9,73 mg CO, ,, 3,115 mg H,0O. 
C,,H,,0; Ber. C 79,08°/, H 10,71°/, 


Gef. »» 79,10, 79,31°/, ,, 10,49, 10,42°/, 
Die spezifische Drehung wurde in Chloroform bestimmt: 
a= -+ 0,86 c= 1,133 i=/ [x]\§ = -+ 76,6° 
a=+0448 c= 0.584 f= [a]}* = + 76,7° 


Acetylverbindung. 


Darstellung analog wie bei Oleanolsiure aus Guajacsaponin. 
Die neutrale acetylierte Essigsiureanhydridverbindung schmilzt bei 
208—211°, bei weiterem Erhitzen zwischen 310 und 815°. Die 
sauer reagierende Acetylverbindung schmilzt bei 263—265°. 


Zur Analyse wurde im Vakuum bei 120° getrocknet. 


3.647 mg Substanz gaben 10,35 mg CO, und 3,37 mg H,0O. 
3,473 mg “ - 9,865 mg CO, ,, 3,17 mg H,0. 


2 
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289/, H 10,23%/, 
40, 77,47%, «5 10.34, 10,23%/, 


C,3H;.0, Ber. C 77, 
Ge. ., 7 





Titration: 10,11 mg Substanz verbrauchten 1,98 ccm n/100-NaOH 


10,784 ,, - - 2,08 ; 
Cs3H;.0,  Aqu.-Gew. Ber. 512,4 Gef. 510 518 


Die spezifische Drehung wurde in Chloroform bestimmt: 


4 L O55 c= 0,780 l l [x]i,° +. 70,6° 
a=—=-+ 0,75 c= 1,068 P= | [~]}},* . 70,2° 
a—--+ 0,28 c= 0,396 l l [«}},° |. 70,79 


Methylester. 
Schmelzp. 193— 195°. 
Zur Analyse wurde im Vakuum bei 120° getrocknet. 
3,944 mg Substanz gaben 11,43 mg CO, und 3,75 mg H,O. 


3,565 mg - - 10,36 mg CO, ,, 3,39 mg H,0O. 
C,.H,.0, Ber. C 79,34, H_ 10,83°/, 
Gef. —_,, 79,04 79,25 10,64 10,64°/, 
Die spezifische Drehung wurde in Chloroform bestimmt: 
a-—-+ 0,64 c= 0,888 l ] [~]})° 1 721° 
a—-+ 0,436 c= 0,591 Fo j [x[},§ = + 73,8° 
a==-+ 0,40 c= 0,556 l i [x]7,° + 71,9° 


Acetyl-methylester. 
Schmelzp. 218—220°. 
Zur Analyse wurde im Vakuum bei 120° getrocknet. 
3,683 mg Substanz gaben 10,44 mg CO, und 3,32 mg H,O. 


3,853 mg i » 10,93 mg CO, ,, 3,47 mg H,O. 
C,,H;,0, Ber. , 77,519/, H 10,34°/, 
Gef. Tights 110 .. 10,09, 


Die spezifische Drehung wurde in ensiaen bestimmt: 
a=-+ 0,38 c= 0,581 l= ] [«]},° = + 65,4° 


a =+ 0,60 c = 0,895 Fa] [x}i° =-+ 67,1° 
o=+0,28 c=0,417 %I=1 — [x]},° —+ 67,3° 
Acetyllacton. 


Schmelzp. 353—354°. 
Zur Analyse wurde im Vakuum bei 120° getrocknet. 
3,560 mg Substanz gaben 10,09 mg CO, und 3,19 mg H,0O. 


3,670 mg ss, , 10,40mg CO, ,, 3,32 mg H,O. 
C,,H,;.0, Ber. C 77,28°/, H 10,23°/, 
Gef. ,, 77,30 77,28, 10,03, 10,12, 


Die spezifische Drehung wurde in Chloroform bestimmt: 
a=+ 0,11 c= 0,483 I= 1 [a]}\° = + 22,8° 
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Oleanolsaurelacton. 

Durch 6stiindiges Kochen von Acetyl-oleanolsiurelacton mit gleichen 
Teilen 10°/,iger methyla!koholischer Kalilauge und Aceton wurde das Oleanol- 
siurelacton erhalten. Mehrmals aus Aceton-Methenol umkrystallisiert, zeigte 
es den Schmelzp. 338—342° (korr. Berl.). 

Zur Analyse wurde im Vakuum bei 140° getrocknet. 

0,065 mg Substanz gaben 11,74 mg CO, und 3,88 mg H,O. 


C,,H; 90, Ber. C 79,08°/, Hi 10,71°/, 
Gef. i Deets » 10,68 
Die spezifische Drehung wurde in Chloroform bestimmt: 
OL 0,09 c= O81 pox J [x]/9 =-+ 11,1° 
a = -+- 0,09 c= 0,764 t= J [x];,° =+ 10,5° 


Oleanolsaure-bromlacton. 

1 g Oleanolsiure wird, wie in der vorigen Mitteilung beschrieben, in das 
Bromlacton tbergefiihrt; aus Methanol umkrystallisiert, hat es den scharfen 
Schmelzp. 242,2—242,4° (korr. Berl.). 

Zur Analyse wurde im Vakuum bei 78° getrocknet. 


3,695 mg Substanz gaben 9,065 mg CO, und 2,95 mg H,O. 


4,016 mg 7” » 9,84 mg CO, ,, 3,21 mg H,0. 
C,,H,,0,Br ger. CC 67,72°/, H 8,99°/, | 


Gef. » 66,91, 66,83 », 8,93, 8,94°/, 


4,195 mg Substanz gaben 1,529 mg AgBr. 


Ber. Br 14,55°/, Gef. 3x 15,50°/ 
Die spezifische Drehung wurde in Chloroform bestimmt: 

x 0,50 c= 0,786 pad [x],° =+ 63,6° 

0,31 c=0499 %I=1  [x]}9 =+ 63,29 
I} 
Zusammenfassung. ” 
Die Aglykone von Guajacsaponin und Calendulasaponin sinc fa 
identisch mit Zuckerriibensapogenin, d.h. Oleanolséiure. Unter a 
den in der Literatur angegebenen Bruttoformeln der Oleanol- * 
siiure Cy,H.03, Cy9HgQ3 und C3,H; 90, méchten wir der letzteren 0) 
den Vorzug geben. Beim Kochen mit Hisessig-Salzsiure entsteht, : 
ebenso wie bei Hederagenin und Albsapogenin, aus Oleanolsaure ” 
ein neutrales gesittigtes Lacton. Die Annahme einer Doppel- bi 
bindung in der Oleanolsiure erfihrt dadurch eine weitere Stitze. Me 
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VI. Mitteilung.') 
Katalytische Hydrierung der Doppelbindung im Hederagenin. 
Von 


Alfred Winterstein und Gertrud Stein. 


In der III.*) Mitteilung wurde gezeigt, daB Hederagenin unter 
ler EKinwirkung von Séuren in ein Lacton, unter der Kinwirkung 
von Brom in ein Bromlacton iibergeht. Der Reaktionsmechanismus 
wurde in Parallele gesetzt zu der von Bougault*) untersuchten 
Lactonbildung ungesittigter Siéuren unter dem LEinfluB von 
Halogen: 

R—CH:CH—CH,—COOH ~’> R—CH—CH,—CH, 
é - C:O 

Es war somit auf indirektem Wege das Vorhandensein einer 
Doppelbindung im Hederagenin bewiesen. Als Stiitze fiir die 
\nnahme obigen Reaktionsverlaufes und des Vorhandenseins einer 
Doppelbindung diente auch das Verhalten der Lactone gegen 
letranitromethan: Diese geben im Gegensatz zu Hederagenin 
keine Gelbfarbung mehr. Der noch ausstehende direkte Nachweis 
Jer Doppelbindung im Hederagenin bildet Gegenstand vorliegender 
Untersuchung. 

Wir benutzen als weiteres Kriterium fiir das Vorhandensein 
einer Doppelbindung die Titration mit Benzopersiure. Hs war 
nach dem negativen Verlauf der Hydrierung (die wir neuerdings 
wieder vergeblich versucht haben) zu erwarten, daB auch die 
Addition von Sauerstoff sehr trige verlaufen wiirde. ‘l'atsiichlich 
tanden wir, daB Diacetylhederagenin nach 100sttindiger lin- 
wirkung von Benzopersiure erst 46°/, der fiir eine Doppelbindung 
berechneten Menge Sauerstoff aufnahm. Zur Addition von 
0,93 Atomen Sauerstoff waren 200 Stunden erforderlich. Istwas 
rascher verliuft die Sauerstoffaufnahme bei Oleanolsiiure, in 
welcher wir in analoger Weise wie bei Hederagenin durch Lacton- 
bildung eine Doppelbindung nachweisen konnten. Oleanolsiure 
iuethylester nahm in 93 Stunden 77°/, der fiir eine Doppelbindung 
berechneten Menge Sauerstoff auf. 

1) Y. Mitteilung vgl. Diese Z. 199, 64 (1931). 
2) Diese Z. 199, 46 (1931). 
3) C. R. 139, 864 (1904); 148, 398 (1906); 146, 140 (1906). 
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Nach den Untersuchungen von A. Windaus und A. Liit- 
tringhaus!) verliuft die Benzopersiuretitration nicht in allen 
Fallen normal. Die 4fach ungesittigten Kohlenwasserstoffe 
Ergotetraen A und B nehmen nur 38 Atome Sauerstoff auf, wabrend 
die 2fach ungesaéttigten Dihydroderivate bestrahlter Ergosterine 
2,5—3 Atome Sauerstoff verbrauchen. 

Nach J. Boseken?) reagieren in « / zum Carboxyl stehende 
Doppelbindungen iberhaupt nicht mit Benzoperséure. Nach 
unserer friiher geiufBerten Auffassung liegt die Doppelbindung im 
Hederagenin in fy oder y 6-Stellung zum Carboxyl. Durch den 
positiven Verlauf der Reaxtion mit Benzopersiure wird diese 
Annahme weiter gestiitzt. Es erscheint nicht undenkbar, daB bei 
sauren Sapogeninen die Reaktionsfihigkeit der Doppelbindung 
durch das Carboxyl in irgendeiner Weise gehemmt wird. 

Kine rein formelmaBig dem decarboxyvlierten Hederagenin 
entsprechende Verbindung ist das zu den Sterinen zu zahlende 
Betulin CygH4g(OH),. Fiir das decarboxylierte Hederagenin wahlen 
wir die Bezeichnung Hederabetulin. Nach den Untersuchungen 
von R. Vesterberg?) laéBt sich Betulin leicht hydrieren. Wir 
bestiitigen seine Versuche und finden ferner, daB auch die Benzo- 
persduretitration — entsprechend der Reaktionsfihigkeit der 
Doppelbindung — glatt verlaéuft. Diacetylbetulin nimmt inner- 
halb 15 Stunden die fiir eine Doppelbindung berechnete Menge 
Sauerstoff auf. 

Nach alledem war es aussichtsreich, Benzopersiuretitration 
sowie katalytische Hydrierung am decarboxylierten Hederagenin 
zu versuchen. 

Den Erwartungen entsprechend erweist sich die Doppel- 
bindung im Hederabetulin als bedeutend reaktionsfahiger als im 
Hederagenin: Die Sauerstoffaufnahme verliuft ebenso rasch wie 
bei Betulin, d. h. ungefahr 12—15 mal rascher als bei Hederagenin. 





In 15 Stunden werden 1,19 Atome Sauerstoff aufgenommen. Die 


Hydrierung verliuft etwas langsamer als beim Betulin, immerhin 


noch so rasch, daB Hederabetulin als relativ leicht hydrierbar 


angesprochen werden darf. 1g Diacetylhederabetulin nimmt 


unter Verwendung von 0,8 g Platinoxyd in etwa 8 Stunden die 


fiir eine Doppelbindung berechnete Menge Wasserstoff auf. D1- 
hydrobetulin und Dihydrohederabetulin geben mit Tetranitro- 


) Liebigs Ann. 481, 119 (1930). 
*) Rec. Trav. Chim. Pays-Bas 45, 838 (1925). 
) I 


Jer. chem. Ges. 60, 1535 (1925). 
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methan keine Gelbfirbung mehr. Die Farbreaktion nach Lieber- 
mand-Burchard, welche bei hydrierten Ergosterinderivaten 
negativ ausfallt, bleibt auch beim Dihydrohederabetulin aus. 
Die Beobachtung, daB nach Abspaltung von Kohlendioxyd 
aus Hederagenin die Doppelbindung reaktionsfaihig wird, dirfte - 
auf die groBe Anzahl anderer saurer Sapogenine iibertragen 
auch in diesen Fallen zur Klarung der Frage nach der Anzahl der 
. Ringe im Molekiil beitragen. Ferner werden sich manche Fragen 
. in der Konstitutionsaufklirung der Sapogenine durch oxydativen 


Abbau besser an den hydrierten Systemen lésen lassen als an den 
Geninen selbst. 
Der direkte Vergleich von Betulin mit Hederabetulin sowie 


von Dihydrobetulin mit Dihydrohederabetulin ergab, dal die 
beiden Verbindungen nach allen Kigenschaften nahe verwandt, 
aber nicht identisch sind. 


Experimenteller Teil. 


Benzopersauretitration von Diacetylhederagenin. 


In drei 100 ccm-Erlenmeyerkolben mit Schliff werden je etwa 150 mg 
Substanz in 5 ccm Chloroform gelést und mit etwas mehr als der fiir eine 
Doppelbindung berechneten Menge Benzopersiure versetzt und bei 0° stehen 
gelassen. Nach 15, 40 und 100 Stunden wird nach Zugabe von angesauerter 
. Jodkaliumlésung mit n/10-Thiosulfat zuriicktitriert. Der Titer der Benzo- 

persaure wird jeweils gleichzeitig kontrolliert. 





Zeit in Stunden 





Substanzmenge in mg Verbrauchte Atome O 


145,7 15 0,11 








is 161,3 40) 0,13 
143,3 100 0,46 

. 172,5 200 0,93 

m 

. Benzopersauretitration von Oleanolsduremethylester. 





Substanzmenge in mg Zeit in Stunden 





Verbrauchte Atome O 


= 105,7 93 0,77 
t 107,3 190 1,22 


A. Hederabetulin. 

Die Decarboxylierung des Hederagenins fiihrten wir in gleicher Weise 
durch, wie in der II. Mitteilung beschrieben. Schmelzpunkt des Hede 
betulins 276—278° (korr. Berl). 

Spezifische Drehung in Chloroform: 
a= +0,24 c= 0,438 T= | [a]! = + 56,1° 
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Diacetylhederabetulin. 
1g Hederabetulin wird mit 10 ccm Essigsiureanhydri< 
| Stunde gekocht. Beim Erkalten krystallisiert ein Teil des Acety!- 
produktes aus, der Rest wird aus der Mutterlauge durch Zersetzen 
mit Wasser erhalten. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus 
Methanol schmilzt die Diacetylverbindung bei 190° (korr. Ber). 
Zur Analyse wurde im Vakuum bei 100° getrocknet. 


3,756 mg Substanz gaben 10,71 mg CO, und 3,52 mg H,O. 


3,815 mg " »  10,87mg CO, ,, 3,51 mg H,O. 
C,,H,,0, Ber. > 77,519), H 10,34°/, 
Gef. ip Sage Taste »» 10,48 10,32°/, 
Spezifische Drehung in Chloroform: 
a= -+ 1,37 c= 0,999 j= 2 [a]i,* =+ 68,6° 
a==-+ 0,662 c= 0,994 po | [«]}§ = -+ 66,6° 


Benzopersauretitration. 





Substanzmenge in mg Zeit in Stunden Verbrauchte Atome O 
152,2 15 1,19 
150,4 40 1,24 
163,0 100 1,24 








Katalytische Hydrierung. 

100 mg Platinoxyd werden in 40 ccm Eisessig mit Wasserstofi 
reduziert. Ist der Katalysator gesattigt (Leerversuch 24cem Wasser- 
stoffverbrauch), so werden 1 g Diacetylhederabetulin sowie 100 mg 
Platinoxyd zugegeben und die Diacetylverbindung durch gelindes 
Erwirmen in Loésung gebracht. Bei raschem Abkihlen fallt ein Teil 
der Substanz in feinkrystallisiertem Zustand wieder aus. Infolge der 
Anwesenheit schon reduzierten Katalysators springt die Hydrierung 
sofort an; es wird geschiittelt, bis keine Wasserstoffaufnahme mehr 
erfolgt. Ms werden dabei etwa ?/, der fiir eme Doppelbindung be- 
rechneten Menge Wasserstoff aufgenommen. Nach erneuter Zugabe 
von 100 mg Platinoxyd wird die Hydrierung beendet. Weiterer Zu- 
satz von Platinoxyd bleibt wirkungslos. Im Verlaufe der Hydric- 
rung geht das Diacetylhederabetulin in Lésung. 1g Substanz ver- 
brauchte 44 cem (0°, 760 mm), berechnet sind 42,5 ccm. Man ver- 
setzt mit Wasser und krystallisiert das ausgefallene Produkt aus - 
Methanol um. Das Dihydroderivat ist in seinen Eigenschaften § 
wesentlich verschieden vom Ausgangsmaterial. Es ist bedeutend 
leichter léslich in Eisessig, schwerer léslich in Methanol. Di 
Marbreaktion mit Tetranitromethan und die Reaktion nach 
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Liebermann- Burchard verlaufen negativ. Das in feinen Nadeln 
krystalhsierende Diacetyl-Dihydrohederabetulin — besitzt den 
Schmelzp. 131—132° (korr. Berl). 


Zur Analyse wurde bei 100° im Vakuum getrocknet. 


3,577 mg Substanz gaben 10,13 mg CO, und 3,43 mg H,0O. 


3,668 mg i »  10,39mg CO, ,, 3,52 mg H,O. 
C3,H;.0, Ber. C 77,22°/, H 10,67°%/, 
ref, » Tie, T7207), ,, 10,72, 10,76), 


Spezifische Drehung in Chloroform: 
a=-+ 0,47 c= 1,154 fam J [a]},§ =-+ 40,7° 
a=-+ 0,85 c= 0,976 f= 2 [a]}\§ =-+ 43,5° 
a=+0,515 c= 1,214 t= ] [a]}§ = + 42,4° 


Benzopersauretitration. 





Substanzmenge in mg Zeit in Stunden Verbrauchte Atome O 
155,9 15 0,05 
148, 1 40 0,14 
147,3 100 0,2 








Zur Gewinnung des Dihydrohederabetulins aus der Diacety]- 
verbindung wird 6 Stunden mit 10°/jiger alkoholischer Kalilauge 
unter Zusatz von Aceton gekocht. Dihydrohederabetulin krystalli- 
siert aus Methanol in diinnen Blittchen mit emem Molekil Kry- 
stallmethanol und schmilzt bei 2835—289° (korr. Berl). 

Zur Analyse wurde bei 120° im Vakuum getrocknet. 

3,900 mg Substanz gaben 11,555 mg CO, und 4,105 mg H,0O. 


C39H 5202 Ber. C 81,01, H 11,79°/, 
Gef. », 80,81 ,»» 11,78 


Spezifische Drehung in Chloroform: 
2=+0,15 ¢c=0,857 %l=1 — [alf, =+ 17,5 


of =-+ 0,18 c= 1,007 l — ] [~]},° = -- 17,99 


B. Diacetylbetulin. 


Den Schmelzpunkt fanden wir bei 219—220° (korr. Berl). 


Benzopersiduretitration. 











Substanzmenge in mg Zeit in Stunden Verbrauchte Atome O 
150,5 15 1,03 
150,7 40 1,03 
151,1 100 0,98 
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Katalytische Hydrierung. 


100 mg Platinoxyd wurden in 40 ccm Hisessig reduziert und 
1 ¢ Diacetylbetulin hinzugefiigt, welches sich im Gegensatz zum 
Diacetylhederabetulin im EKisessig loste. Auf Zusatz von weiteren 
100 mg Platinoxyd verlief die Hydrierung in wenigen Minuten 
quantitativ. Das Dihydroprodukt krystallisierte wihrend der 
Hydrierung aus. Es ist also schwerer léslich als Diacetyl-Dihydro- 
hederabetulin. Schmelzpunkt des Diacetyl-Dihydrobetulins 255° 
(korr. Berl). Nach 200stiindiger Kinwirkung von Benzopersiure 
auf Diacetyl-Dihydrobetulin wurde das Ausgangsmaterial quanti- 
tativ in unverindertem Zustand zuriickgewonnen. 


Zusammenfassung. 


1. Die Reaktionsfihigkeit der Doppelbindung im Hedera- 
genin wird durch die Carboxylgruppe gehemmt. 

2. Das decarboxylierte Hederagenin (Hederabetulin) 1aBt sich 
im Gegensatz zu Hederagenin hydrieren, es nimmt bei der Hydric- 
ebenso wie Betulin, 1 Mol Wasserstoff auf. 


rung, 
3. Die Doppelbindung im Hederabetulin und Betulin laft 
sich glatt mit Benzopersiéure titrieren. 
4. Betulin und Hederabetulin sowie die Dihydroderivate sind 


nicht identisch. 
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Uber den Fett- und Glykogenstoffwechsel ruhender 
und bewegter Ratten. 
Von 


Tomiji Osuka. 


(Aus der Experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Institutes 
der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 380, April 1931.) 


I. Einleitung. 


Der Einflu8 von Hefebiokatalysatoren auf die chemische 
Beschaffenheit von Leber und Muskeln von Ratten im Ruhe- 
zustand sowie im Training wurde bereits von Collazo, Liss und 
Pi-Suner Bayo!) auf Grund ilterer Untersuchungen des Bickel- 
schen Laboratoriums?) in eingehender Weise studiert. I's 
wurden damals der Glykogen-, Milchsiure-, Phosphor- und Glu- 
tathiongehalt der Gewebe in Betracht gezogen. In frischer Leber 
war der Glykogengehalt der Laufratten durch die Hefezugabe um 
das Doppelte gesteigert, wihrend der Wert fiir die Ruheratten 
ohne Hefezugabe dazwischen lag. Im Muskel war ebenfalls die 
100°/,ige Steigerung bei den Laufratten mit Hefezugabe gegeniiber 
denen ohne Hefezugabe eingetreten, wihrend die Ruhetiere ohne 
Hefezugabe denselben hohen Glykogenwert im Muskel besaBen. 
Auf Trockensubstanz berechnet sich dieser allerdings etwas kleiner. 
Die Unterschiede in den verschiedenen Milchsiure-, Phosphor- 
und Glutathionwerten waren nicht so charakteristisch wie gerade 
die Glykogenergebnisse. Die Ratten waren damals mit einer 
vitaminhaltigen gemischten Nahrung ernahrt worden, die reichlich 
Zucker enthielt, so daB die Tiere langsam an Gewicht zunahmen. 
Die Tétung geschah durch Entbluten, die Hefezugaben bestanden 
in dem von Bickel und Collazo (a. a. O.) beschriebenen Hefe- 
konzentrationsprodukt. 

Diese Untersuchungen sind von Liss, Pi-Sufer und Osuka?®) 
auf breiterer Grundlage mit der Gesamthefe als Nahrungszulage 
fortgesetzt worden, und zwar bediente man sich dazu der Levuri- 
nose ,,Blaes‘‘, einer Trockenhefe. Der chronische Versuch wurde 
mit Ratten durchgefihrt, die pro Tier 0,2 g dieser Hefe pro Tag 
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erhielten und alle tiglich laufen muBten. Die Nahrung war 
wiederum gemischt und geniigend vitaminhaltig, so daB die Ratten 
stiindig an Gewicht zunahmen. Auch hier zeigte sich eine 100°/jige 
Glykogensteigerung in der frischen Leber der Heferatten, sowie 
iibrigens auch eine Milchsiéure- und Phosphorsteigerung. 

Auch an Hunden konnten diese Ergebnisse bestatigt werden, 
und zwar wurden hier ein chronischer und ein akuter Versuch 
von Pi-Sufer Bayo und Liss‘) durchgefiihrt. Beim chronischen 
Versuch wurde einem Hund tiiglich nach dem Laufen 2 g Hefe pro 
Kilogramm in 200 cem Wasser durch die Schlundsonde eingegossen, 
wihrend der andere Hund nur zu laufen brauchte. Dies wurde 
wochenlang fortgesetzt. SchlieBlich wurden die Hunde an einem 
‘T'age, an dem sie weder gelaufen noch Hefe bekommen hatten, 
durch Entbluten getétet und Leber und Muskel sofort auf Glykogen- 
und Milchsiuregehalt und Gehalt an Atherextraktivstoffen unter- 
sucht. Die Glykogenwerte der frischen Leber (und des frischen 
Muskels) waren gleich groB, obgleich auffalligerweise die Gesamt- 
leber der Hefetiere und somit die absolute Gesamtmenge des 
Leberglykogens bei den Hefetieren bedeutend gréBer waren. Bei 
den Hunden ist also keine Glykogensteigerung mehr nach 
24 Stunden zu bemerken (vgl. spiter). Dagegen war das Ergebnis 
der Atherextraktivstoffbestimmung sehr interessant, denn es zeigte 
sich, daf die Hefehunde etwa 2—38fach gréBeren Fettgehalt in 
der frischen Leber und im frischen Muskel aufwiesen! Die Milch- 
siurewerte waren nicht so charakteristisch. Der akute Versuch 
wurde so vorgenommen, daB man den einen Hund 1 Stunde laufen 
lieB, dann etwas Leber und Muskel exstirpierte und untersuchte. 
Nach 1 Woche ungefihr erhielt derselbe Hund 2 g Hefe pro Kilo- 
eramm in 200 cem Wasser durch die Schlundsonde in den Magen 
eingegossen, blieb 2 Stunden in Ruhe, muBte danach 1 Stunde 
laufen und dann wurde schnell eingegangen und wieder Leber 
und Muskel herausgeholt. Der Hund wurde dann getétet. Hin 
2. Hund wurde in umgekehrter Reihenfolge behandelt. Bei diesem 
Hund zeigte sich die erwartete 3fache Glykogensteigerung in der 


frischen Leber. 





II. Problemstellung. 

Die letztere Arbeit gab die Anregung, einmal in umfassender 
Weise die Glykogen- und Fettverhiltnisse ruhender und trainierter 
Tiere nebeneinander zu untersuchen und zu vergleichen. Und 
zwar wurden Ratten gewahlt, um zu sehen, wie bei einer Versuchs- 
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anordnung, bei der sich die unter gewissen bekannten Bedingungen 
zeigenden groBen Glykogenunterschiede ergeben, die Fettverhiilt- 
nisse hegen. Um nun bei eventueller Fettvermehrung zu wissen, 
ob es sich um eine absolute Fettsteigerung oder nur um eine Fett- 
wanderung aus den Geweben in die Leber hinein handelte, wurden 
die Untersuchungen auf die Bestimmung des Fettes des ganzen 
Tierkérpers ausgedehnt.®) Dies geschah auch in bezug auf das 
Glykogen. Die Fettbestimmungen wurden iibrigens nach der von 
T'amura vereinfachten Methode von Kumagawa-Suto aus- 
gefiihrt, die zwar die Untersuchungen erheblich komplizierte, 
aber natiirlich wertvoller ist als nur eine Bestimmung aller jither- 
loslichen Stoffe. 
III. Versuchsanordnung. 

Wir hatten 40 Ratten zur Verfiigung, die zunichst in einer 5 Tage 
wihrenden Vorperiode reichlich von einem gemischten Futter zu fressen 
erhielten, das folgende Zusammensetzung hatte: 


a 
Ee =| (a 
Traubenzucker. ....... 2 4, 
IR ik as ak eX) Moe. wc I eae 
Weer... . se sn sw cs se» OR ER 


Danach wurden von diesen Ratten 20 weibe und 16 bunte als Versuchs- 
tiere ausgewahlt, wihrend 4 Tiere als Ersatz dienten. Die ausgewahlten 
36 Ratten hatten nach der Vorperiode, da sie schon mit annaihernd gleichem 
Gewicht gekauft waren, keine erheblichen Gewichtsdifferenzen untereinander. 
Sie wurden in 4 Gruppen eingeteilt; die Ratten jeder Gruppe saBen zu 4 bzw. 
zu 5 in einem Kasten. Die Gruppen 1 und 2 waren die Laufratten, wihrend 
die Gruppen 3 und 4 als Ruhetiere fungierten. Den Gruppen 2 und 4 wurde 
auBer der Nahrung noch tiglich eine Hefezulage gegeben. Und zwar erhielten 
die Heferatten tiglich vormittags nach dem Laufen pro Tier 0,4 g Trocken- 
hefe Levurinose ,, Blaes‘‘, die mit etwa 1,5 ccm Wasser gemischt waren. Diese 
wiBrige Hefeaufschwemmung war in kurzer Zeit von den Heferatten verzehrt. 
Nachmittags um 4 Uhr erhielten die Ratten aller 4 Gruppen eine mehr als 
genugende Menge Futter von einer Zusammensetzung, die derjenigen des Futters 
der Vorperiode glich. In der Lauftrommel, die einen Umfang von etwa 125 em 
hatte, liefen die Laufratten bei nicht zu schneller Drehung am 1. Tage nur 
etwa 1/, Stunde, am 4. Tage betrug die Laufzeit jedoch schon °/, Stunde 
und vom 5. Tage an liefen aile Laufratten tiglich je 1 Stunde. Dabei drehte 
sich die Trommel 7mal in 1 Minute, so daB die Ratten mindestens pro Stunde 
525 m zu laufen hatten. 

Zwecks Analysierung wurde stets 1 Nichthefetier und 1 Hefetier der- 
selben Gruppe zur gleichen Zeit durch starken Schlag auf den Kopf getétet. 
Das Tier wurde schnell geéffnet und zuerst die Leber fiir die Glykogen-, 
Trocken- und Fettbestimmung abgewogen. Danach wurde nach Entfernung 
des Magen- und Darminhaltes der Rest des Tieres entweder auf Glykogen 
oder auf Fett untersucht. 

6* 
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Es ist noch zu bemerken, daB wir mit dem Téten erst nach etwa 10 Tagen 
der Hauptperiode (und somit fiir die Gruppen 2 und 4 der Hefefiitterung) 
begannen. Wir hatten es also bei den Laufratten durchaus mit trainierten 
Tieren zu tun, bei denen kein Glykogenschwund, wie er sonst im Kérper des 
untrainierten Tieres bei plétzlicher Heranziehung zur Arbeit gewdéhnlich 
eintritt, zu befiirchten war. Trotz der sicher sehr anstrengenden Laufarbeit 
hatten wir fast gar keine Verluste an Tieren.®) 

Wir legten mdéglichst groBen Wert darauf, die Tiere unter denselben 
Umstinden und zur selben Zeit zu téten und so zur Analyse zu bringen, weil 
z. B. an Kaninchen die rhythmischen Schwankungen des Glykogengehaltes 
der Leber sowie entsprechend des Lebergewichtes selbst, die zum gréBten 
Teil unabhangig von Nahrungsaufnahme und Muskelarbeit sind, bekannt sind.’) 


IV. Methodik. 


Die Bestimmung des Glykogens fand nach der in der Arbeit von Liss, 
Pi-Sufer Bayo und Osuka (a.a. O., 8. 753) beschriebenen Methodik 
statt. Nach der Tétung des Tieres war die Herausnahme der Leber, das kurze 
Abtrocknen derselben, das Abwigen auf der Torsionswaage und das Einlegen 
der abgewogenen Leberstiicke in bereits heiBe 60°/,ige Kalilauge unsere erste 
Aufgabe. Manche Autoren finden allerdings keinen Unterschied im Glykogen- 
gehalt, gleichgiiltig, ob die Leber- und Muskelstiicke sofort oder erst 11/, Stunden 
nach der Abtétung des Tieres untersucht werden®); auch soll der Gehalt 
des Fleischsaftes an Glykogen in frischem sowie in verdorbenem Fleisch nicht 
wesentlich voneinander verschieden sein.*®) Von anderer Seite wird jedoch 
dem postmortalen Glykogenabbau in Muskel und Leber gréBere Bedeutung 
beigemessen?®), so daB wohl auf alle Falle ein schnelles Arbeiten zu empfehlen 
ist. Allerdings habe ich darauf verzichtet, die Zuriickdrangung der Glykogeno- 
lyse dadurch zu erreichen, daB die herauspriparierten Gewebsteile in unter- 
kiihltem Alkohol eingelegt wurden'!), denn das Herausnehmen des Organes, 
Abwiagen und Einlegen in heiBe Kalilauge geschah unter Assistenz sowieso 
in Sekundenschnelle. 

Grevenstuk und Laqueur ziehen es vor!*), die herausgenommenen 
Leberstiicke in tarierte Zentrifugengliser einzulegen und abzuwagen, um dann 
die 60°/,ige kochende Kalilauge zuzugeben. Das Abwagen der Zentrifugen- 
gliser diirfte jedoch aber mehr Zeit in Anspruch nehmen als das Abwagen 
der Leberstiicke selbst. 

Eine Umfillung des Glykogens vor der Hydrolyse haben wir nicht 
vorgenommen.!*) Was die Konzentrationsverhiltnisse bei der Hydrolyse 
anbetrifft, so nahmen wir bei etwa 1!/, ¢ Glykogen in 30—40 cem Wasser 
nach der Neutralisation mit 10°/,iger HCl noch einen UberschuB von 2 ccm 
konzentrierter Salzsiure 1,19, was mit den Angaben von Slosse?*) ungefahr 
iibereinstimmt, welcher 0,67 cem HCl 1,175 auf 3/, g Glykogen in 10 ccm 
Wasser zur Hydrolyse verwendet. Wir erhitzten allerdings 3 Stunden im 
kochenden Wasserbad und arbeiteten dann nach Bertrand, wahrend Slosse 
1 Stunde verschlossen im siedenden Wasserbad erhitzt, dann neutralisiert 
und nach Hagedorn-Jensen den Zucker bestimmt. 

Es ist bei den vorliegenden kleinen Zuckermengen entschieden ratsam, 
die Bertrandsche Zuckerbestimmung auszufiihren, welche gestattet, die 
ganze, aus der Hydrolyse des gesamten abgewogenen Glykogens (1—11/, g) 
resultierende Zuckermenge direkt zu bestimmen. Dementsprechend wird 
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auch bei der Mikrobestimmung des Glykogens (von wenigen Milligramm) 
nach der Hydrolyse der gebildete Traubenzucker nach Bertrand bestimmt.) 

Bei der Glykogenbestimmung des ganzen Tierkérpers haben wir nicht 
das Glykogen getrennt isoliert durch Alkoholextraktion einerseits und Ver- 
arbeitung des Riickstandes mit Kalilauge andererseits!*), sondern wir haben 
das ganze Tier fein zermahlen und in entsprechender Menge Kalilauge zerkocht 
und dann }/,, davon verarbeitet. 

Was die Fett bestimmungen anbetrifft, so sind sie, wie bereits erwahnt, 
nach der von Tamura vereinfachten Methode von Kumagawa-Suto 
gemacht worden.?*) 

Zur K6rperfettbestimmung wurde der ganze Kérper, mit Ausnahme 
von Leber, Magen- und Darminhalt, mehrere Male fein zermahlen und dann 
mit etwa 150 ccm 20°/jiger NaOH iiber 11/, Stunden auf dem Wasserbad 
gekocht. Das Becherglas stand dabei unter einer Glasglocke, damit es ganz 
von den Wasserdimpfen umgeben war. Bei gréBeren Ratten waren gelegent- 
lich 200—250 ccm der Natronlauge erforderlich. Das Substrat wurde dann 
mehrere Male zwecks Mischung umgegossen und schlieBlich 1/,, davon zur 
Fettbestimmung abpipettiert. 

Zur Fettbestimmung der Leber wurde der gréBere Teil der Leber ver- 
wendet, der nach den Einwaagen fiir die Glykogen- und fiir die Trocken- 
bestimmung noch iibrig geblieben war. Zum Zerkochen der Leber waren 
nur knapp 25 ccm der Natronlauge erforderlich. 

Die zur Weiterverarbeitung gelangende Menge der mit Natronlauge 
zerkochten Substanz wurde in einen Scheidetrichter eingegossen und mit 
soviel Salzsiure 1,15 vermischt, daB auf 25 ccm angewandter Natronlauge 
20 ccm Salzsiure zur Freimachung der Fettsiuren kamen. Dann wurde mit 
70—100 cem Ather extrahiert und beide Schichten voneinander getrennt. 
Der Trichter wurde noch 2mal mit je etwa 20 cem Ather ausgespiilt und die 
Athermengen vereinigt. Der im Schiitteltrichter noch befindliche feste Riick- 
stand wurde mit 5 ccm 4°/,iger Natronlauge gelést, mit 30—50 ccm Ather 
extrahiert gleichzeitig mit der wieder zugefiigten, vorhin abgetrennten unteren 
Wasserschicht. 

Die vereinigten Atherausziige wurden nunmehr bei etwa 40—50° ver- 
dampft, darauf der Riickstand mit wasserfreiem Ather aufgenommen und 
durch einen Asbesttrichter filtriert. Das Filtrat wird wieder bei wenig erhéhter 
Temperatur abgedampft. Wir stellten die Glaser zu diesem Zweck in einen 
Vakuumexsiccator, der sich in einem elektrischen Trockenschrank befand. 
Der Trockenschrank wurde auf 45—50° geheizt. 

Jetzt wird der Riickstand mit 20—30 ccm Petrolither (Kahlbaum, 
zur Fettbestimmung“) angeriihrt, solange er noch warm ist. Man lat das 
mit einem Uhrglas bedeckte Becherglas 1 Stunde stehen und filtriert dann 
durch einen Trichter, in den wenig chemisch reiner Asbest gestopft wurde, 
in einen Schiitteltrichter hinein. Dann werden 40 ccm einer 2°/,igen Natron- 
lauge in 50°/,igen Alkohol hinzugegeben und umgeschiittelt. Die untere 
Schicht wurde in einen anderen Schiitteltrichter abgelassen. Die Petrol- 
itherschicht wurde noch einmal mit 20 ccm der erwahnten Natronlauge 
behandelt. Die alkoholische Natronlaugelésung wurde mit 5 ccm Salzsaure 
angesduert und nacheinander mit 40 und 20 ccm Petrolather extrahiert. 
SchlieBlich werden beide Petrolatherausziige zusammen abgedunstet und 
der Riickstand gewogen. 
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V. Tabellen. 
Tabelle La. 


Daten der Ruheratten ohne Hefe. 



































5 cE [es a os 
& “36 low he a 32 fe _ a 
~ 0) a2 Oe bp 5 — + fad aid ae 
2 8 a! om ft Fem Sl MO so : "> oe Yo vr 
’ ed cA Na = — — 2°S = ‘= © ., & wha oo cao v9 
ale iseslig@ortlas! &® | FS 1 Se SE 18s. 
“) i Ss /8 %& = oS 2 a Mo "te 1" eS 
Bo 7 “ae PI fa] 1 | —w OL O mm 
w rf) 4 — re} oO 
l Ww** 9 110 115 |+ 5 113,7 4,207 3,700 
21W 16 115 125 J+ 10 124,5 4,351 3,495 
3 1 W 23 115 125 |+ 10 124,1 4,208 3,391 
4 ],W 30 120 180 + 60 178, 1 6,672 3,746 
dD B** 37 140 185 [+ 45 181,0 6,819 3,767 
6 B 44 85 145 J+ 60 144.5 5,568 3,769 
7 B ay | 140 175) [+ 35 175.3 6,491 3,703 
8 B 58 140 180 |+ 40 177,7 8,339 4,693 
9 |W 75 100 195 [+ 95 193,9 6,940 3,979 


Durchschnittswerte | 38,1 | 118,3] 158,3]+ 40 | 157,0 | 5,955 | 3,760 


Tabelle Ib. 


Daten der Ruheratten mit Hefe. 


lO | W 9 [110 | 130 [+ 20 | 129.2 | 4,651 | 3,600 
ll | WwW 16 | 120 | 140 [+ 20 | 137,4 | 5,198 | 3,783 
12 | W : 23 | 110 | 145 |+ 35 | 143.5 | 5,183 | 3,612 
13 | W 30 | 130 | 145 [+ 15 | 141,3 | 5,105 | 3,613 
14] B 37. | 105 | 180 |+ 75 | 1789 | 6533 | 3,652 
I | B 44 95 | 160 |+ 65 | 160,8 | 6,232 | 3,876 
16 | B 51 95 | 175 |+ 80 | 174.2 | 7,080 | 4,064 
17] B 58 | 145 | 170 |+ 25 | 1693 | 5,600 | 3.308 
Is | W 75 | 110 | 215 |+105 | 212.7 | 8200 | 3,855 





























Durchschnittswerte | 38,1 | 113,3| 162,2 [+ 48,9| 160,8 | 5,976 | 3,707 


Tabelle Ie. 
Daten der Laufratten ohne Hefe, 


19 | WY 7— Of] 12 [110 [125 J+ 15 | 1240 | 4,971 | 4,009 
20 | W /12— 0] 18 | 110 | 135 |+ 25 | 1365 | 5,741 | 4,206 
21 | W fi9— of 26 [115 | 150 [+ 35 | 147.0 | 6098 | 4,148 
22 | W |24— Of 32 | 100 | 125 |+ 25 | 126,7 | 5,183 | 4,091 
23 | B |31— 0] 40 95 | 145 |+ 50 | 145,0 | 5,734 | 3,954 
24 | B 137-0] 47 [110 | 170 |+ 60 | 1685 | 6.029 | 3,578 
2 | B /44—-0] 55 90 | 125 [+ 35 | 123.4 | 4,933 | 3,998 
26 | B 133— 0] 46 | 180 | 225 [4 45 | 2234 | 9,698 | 4341 
27 | W [56— 0] 71 | 110 | 210 [+100 | 210,7 | 9,435 | 4,478 



































werte 


Darenschnits-| 2913] 38,6 | 113,3] 156,7]+ 43,3] 156,1 | 6,425 | 4,089 


*) Das ,,Endgewicht** ist das auf 5 g genau gewogene Gewicht der 
lebenden Ratte, wahrend das ,,Kérpergewicht‘* das ganz genaue Gewicht 
des toten 'Tieres, ausschlieBlich Magen- und Darminhalt, darstellt, welches 
den Berechnungen zugrunde gelegt wurde. 

** \V  - weiBe, B -- bunte Rasse. 
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Tabelle Id. 


Daten der Laufratten mit Hefe. 
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rim ec : Ss 
g 2 2 © i o nm +2 "O oD S '+~ _+} ; = om 
S Oo foe SIR al] we = = §& ae be i fy 
SS) 4 INSSlsss] €-e : ‘on | fo 3 i. 
AS) s&s [eee laere] ase eo | S21 BB Se | ovo 
~| & | en NO"?T Eo zv out we me Tec 
E aazlee [2%] & | gs] s%] 7& [es 
} i a 
28 W 7— 0 12 100 115 +15 115,4 | 4,907 4,252 
29 | W J12— 0] 18 115 | 125 +10 | 126,1 | 4,868 | 3,860 
30 | W ][19— O} 26 110 130 +20 | 126.9 | 6,094 | 4,802 
31 W |24— 0 32 120 135 +15 132,9 4,630 3,484 
32 | B |[31— 0] 40 | 105 | 185 | +80 | 182.7 | 7,785 | 4,261 
33 B |37— 0 47 90 160 +70 156,3 6,085 3,893 
34 B |[44— 0 55 85 175 +90 173,7 7,483 4.308 
35 B |48— 0 61 135 175 +40 145,9 | 8,276 4,705 
36 | B |[56— 0] 71 | 130 | 220 | +90 | 219,7 | 9,184 ] 4,180 
Purehsetinitte-|30—53| 40,2 | 110,0] 157,8] +47,8] 155,5 | 6,591 | 4,194 
Tabelle IL. 
Glykogenwerte der Ruheratten ohne Hefe. 
— Glykogen in frischer Substanz Trocken- | Glykogen 
Nr. der <i de a ; gehalt der] in trock- 
Ratten ail. — : : 3 | Leber [ner Leber 
K*) K.o. L.*) L*) | K (K.oL.) L in °/, in °/, 
] — | — 136) — — | 0,057 — —- 
2 0,27 0,2: 1,38 0,336 , 0,276 | 0,060 31,75 4,35 
3 —| — (eel — | — |oeeel shoe 1,71 
4 0,30) 0,26 | 1,34 0,535 | 0,446 | 0,089 | 30,77 4,36 
D ie. 7 —- 6,06; — — |0,413 | 34,25 17,70 
6 0,36 | 0,26 | 3,02) 0,527 | 0,359 | 0,168 | 33,00 9,70 
7 — | o {Oi |. — | Oeeed Shas 15,60 
8 0,26 0,14 | 2,53 | 0,451 | 0,240 | 0,211 | 30,49 830 
. 9 — | — | 5,45 _ i 0,378 35,71 15,26 
preverte | 0,30| 0,22 | 3,01 | 0,462 | 0,330 | 0,195 | 32,84 9,62 
Tabelle LIL. 
Glykogenwerte der Ruheratten mit Hefe. 
10 a ce (AR me | 0,199) — - 
11 0,23 0,18 | 1,47 | 0,314 | 0,238 0,076] 31,45 4,67 
12 — aoe 113; — | — | 0,059] 32,57 3,47 
13 0,34 | 0,25 | 2,57 | 0,476 0,345 0,131 | 33,78 7,61 
14 — | ~~ 617| — |} — 0,338 34,72 14,89 
15 0,52 0,22 8,00 | 0,838 0,340 0,498 35,71 22.40 
16 — — | 5,70 | — | — )OORRt Sher 16,93 
17 0,22 | 0,13 | 2,80 | 0,370 | 0,213 0,157} 35,71 7,84 
18 ain — 1|574| — | — |0471] 33,56 17,11 
aa | 0,33 | 0,20 | 4,10 | 0,500 0,284 | 0,259 | 33,90 11,87 


werte 






































*) K = Gesamtkoérper, K. 0, L. = Kérper ohne Leber, L = Leber. 
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Tabelle IY. 
Fettwerte der Ruheratten ohne Hefe. 
Fett in frischer Substanz Trocken- | Fett in 
Nr. der aie | tae aie gehalt | trockner 
Ratten pail... ce a der Leber] Leber 
K iK.oL. L | K |K.oL.) L in °/, in °, 
l 3.18 3,18 | 3,04 3,610 | 3,482 | 0,128 _ — 
2 — - | 347) — — |0,151] 31,75 10,93 
3 2,81 2,79 | 3,45 3,490 3,345 | 0,145 32,26 10,70 
4 --- — | 3,22 — — | 0,215 30,77 10,47 
5 4,24 | 4,28 | 3,26 | 7,678 | 7,456 | 0,222 | 34,25 9,52 
6 ~-- 3,41; — - | 0,190} 33,00 10,33 
7 3.14 | 3,11 3,85 | 5,500 | 5,250 0,250] 34,48 11,17 
8 — | — |37| — | — |oge7] Boe 8,92 
Hw) 3,13 | 3,10 | 3,90 | 6,068 | 5,797 | 0,271 39,71 10,92 
Durchschnitts-| 99, | a99q | 9 a7 | ORG | RAGE onc ane, | inan 
ote 3,30 3,29 | 3,37 | 5,269 5,066 | 0,200] 32,84 10,37 
Tabelle Y. 
Fettwerte der Ruheratten mit Hefe. 
10) 3,72 3,78 | 2,05 | 4,801 | 4,706 0,095 — — 
1] — | 2,84; — | — 0,148 31,45 9,03 
12 4,61 4,66 | 3,40 | 6,621 | 6,445 0,176] 32,57 | 10,44 
I: 1 —- {| Sle | — (OseRe Shee 9,74 
M4 4,02 | 4,05 | 3,20 | 7,191 | 6,982 0,209] 34,72 9,22 
1D — 3,62 — | — | 0,226 35,71 10,14 
16 3.54 | 3,55 | 3,38 6,423 | 6,184 0,239] 33,67 | 10,04 
17 — | 301; — | — | 9,169 35,71 6,26 
18 3,79 | 3,82 | 3,05 | 8,062 | 7,812 | 0,250 33,56 9,09 
par tete | 3,04 | 3,97 | 3,09 | 6,620 6,426 0,187] 33,90 9,12 
Tabelle VI. 
Glykogenwerte der Laufratten ohne Hefe. 
Glykogen in frischer Substanz Trocken- | Glykogen 
Nr. der Sa hl: hae ha a gehalt | in trock- 
Ratten keith. a —— os der Leber | ner Leber 
K K.o.L,) L K Kol. L in “/o a in °/, 
19 - 170| — 0,085 | 31,55 5,39 
20) 0,26 | 0,21 | 1,29 0,354 0,280 0,074 32,47 3,97 
| . | - | 3,41 — : 0,208 33,90 10,06 
22 0,42 | 0,32 | 2,73 0,548 0,406 0,142] 34,01 8,03 
| : r 
23 | — | 2 ; = 0,409 32,26 22,13 
24 0,37 | 0,22 | 4,34 0,615 | 0,353 0,262 32,47 13,37 
25 | ~~ a 0,305 | 33,90 18,23 
26 0,37 | 013 | 5,67. 0,837 | 0,287 | 0,550] 33,63 | 16,90 
27 aon: ae 0,640] 34,36 | 19,73 
Durenschuitts- | 9.36 | 0,22 | 4,36 | 0,589 | 0,332 | 0,208 | 33,17 | 13,09 
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Tabelle VII. 


Glykogenwerte der Laufratten mit Hefe. 












































Glykogen in frischer Substanz Trocken- | Glykogen 
Nr. der i ae a ; gehalt | in trock- 
in °/, in in g in 
Ratten - Ps - der Leber|ner Leber 
K Kio.L, L K iK.oL. L in %, in °, 
28 a |e 1 a | oe LE Spee: |. see 
29 0,21 O17 | 1,24 | 0,260 0,200 | 0,060 | 33,33 3,72 
30 i 1 of AL et 0,184] 31,75 9.49 
31 0,35 0,16 | 5,61 | 0,465 , 0,205 | 0,260 34,36 16,33 
32 — — 8,27, — | — | 0,644 32,79 25,22 
33 0,50 0,31 | 5,24 0,785 | 0,466 0,319} 32,90 | 15,93 
34 — — 7,52} — | — | 0,563 33,90 22,19 
35 0,52 | 0,30) 4,91 | 0,909 0,503 0,406] 31,15 | 15,76 
36 — — 641); — -—- | 0,589 34,48 18,59 
Durchsehnitts-| (4g «« ram | eon 26 29 ga Pat 
werte 0,40 0,24 | 5,17 | 0,605 | 0,344 0,360 | 32,88 15,68 
Tabelle VIII. 
Fettwerte der Laufratten ohne Hefe. 
Fett in frischer Substanz Trocken- | Fett in 
Nr. de a er rei ockner 
r. der in 9, in in g in gehalt troc knet 
Ratten ates A enw der Leber] Leber 
K iK.oL L | K |KoL| L m:*), in °), 
19 289 285 3,90 | 3,586 3,392 0,194] 31,55 | 12,36 
20 i, ae 303| — | — |0,174| 32,47 9.33 
21 3,42 3,44 3,03 | 5,031 | 4,846 | 0,185 33,90 8,94 
22 285 | — | — | 0,148] 34,01 8.38 
23 243 | 240 | 3.25 3,529 3,343 0,186] 32,26 | 10,08 
24 — — 320 | — | 0,201 32,47 10,04 
25 248 247 2.79 | 3,065 2,927 0,138] 33,90 8,23 
26 — | —| se — | — | oaent shen 8.64 
oe 27 3,35 3,386 2,97 | 7,051 | 6,771 0,280] 34,36 8,64 
Durchsebnitts- | 9 . Ke one 29 17 
P — 2,91 | 2,90 | 3,11 | 4,452 4,256 0,199 | 33,17 9,40 
ir , . 
labelle IX. 
Fettwerte der Laufratten mit Hefe. 
28 2,66 2,66 | 2,60 | 3,069 | 2,944 0,125] 31,25 8,32 
29 - 3,04 — 0,163 33,33 10,02 
30) 3,49 3,51 2,99 4,426 | 4,244 0,182 31,75 9,42 
31 oe 3.24 0,150] 34,36 9,43 
32 281 281 2,75 5,129, 4,915 0,214] 32,79 8,39 
33 : 3,67 — | 0,223] 32,90 11,16 
34 2,86 2,80 2,91 | 4,872 | 4,654 0,218 33,90 8,58 
35 ~ | BRL we | 0,262] 31,15 | 10,18 
36 2.96 297 2,74 6,504 | 6,252 0,252] 34,48 7,95 
—— 2,96 | 2,95 3,05 4,800 | 4,602 | 0,199 | 32,88 9,27 
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Tabelle X. 


Zusammenstellung der Durchschnittsglykogenwerte. 





— ; ; Ic tlykogen 
o & 0/ oe 
oS Art In %/, in In g in in trock- 
:3 ler Ratte ieee oes | es ay ner Leber 
3 Blea Kol) Lo | K Kol! L | jn 9 
j } 0 
1-- 9} Ruhe ohne Hefe] 0,30 | 0,22 | 3,01 | 0,462 | 0,330 | 0,195 9,62 


10-—18]Ruhe mit Hefe} 0,33 | 0,20 | 4,10 | 0,500 | 0,284 | 0,259 11,87 
19—27] Lauf ohne Hefe] 0,36 | 0,22 | 4,36 | 0,589 | 0,332 | 0,298 13,09 
28—36] Lauf mit Hefe] 0,40 | 0,24 | 5,17 | 0,605 | 0,344 | 0,360 15,68 


Tabelle NI. 


Zusammenstellung der Durchschnittsfettwerte. 























5a In °/, in In g in . Fett 
a Art lo 8 in trock- 
i 2 | der Ratten — =pery - Ia) {ner Leber 
ALS K |K.o.L.) LL K |K.oL.) L - 1 0/ 
f | in °%, 


1— 9)Ruheohne Hefe] 3,30 | 3,29 | 3,37 | 5,269 | 5,066 | 0,200 10,37 




















10—18}Ruhe mit Hefe} 3,94 | 3,97 | 3,09 | 6,620 | 6,426 | 0,187 9,12 
1927] Lauf ohne Hefe] 2,91 2.90 | 3,11 | 4,452 | 4,256 | 0,199 9,40 
28 —36]Lauf mit Hefe] 2,96 | 2,95 | 3,05 | 4,800 | 4,602 | 0,199 9,27 


VI. Ergebnisse. 
1. Ergebnisse des Ruheversuches. 

Unter der Voraussetzung der Aufnahme einer in jeder Hinsicht 
ausreichenden Nahrung nimmt das Gesamtkoérperfett bei ruhenden 
Ratten stirker zu, wenn tiglich eine bestimmte Menge geeigneter 
Trockenhefe als Sonderzulage zur Nahrung gegeben wird. Dabei 
kann die Hefemenge so klein bemessen sein, daB sie als Kalorien- 
quelle im Vergleich zum kalorischen Wert der wbrigen Nahrung 
mt Korperhaushalt keine Rolle spielt. 

Die Ursache fiir diese Fettanreicherung besteht in einer Ver- 
eroBerung der Iettdepots auBerhalb der Leber. 

Das Glykogen des Gesamtkorpers der Hefetiere ist gréBer 
als dasjenige der nicht mit Hefezulage gefiitterten Tiere. 

Die Ursache fiir diese Glykogenvermehrung hegt vornehmlich 
in einer Steigerung des Leberglykogens, wihrend der Glykogen- 
wert des iibrigen K6érpers nach Abzug der Leber bei beiden 
Gruppen der Ruhetiere annihernd gleich ist. 


2. Ergebnisse der Laufversuche. 


Unter der Voraussetzung der Aufnalhme einer in jeder Hinsicht 
ausreichenden Nahrung bleibt das Gesamtkorperfett vollig gleich 
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bei Ratten, die tiglich eine bestimmte Zeit in der Lauftrommel 
laufen, einerlei, ob sie eine bestimmte Menge der oben erwihnten 
Trockenhefe als Sonderzulage zur Nahrung erhalten oder nicht. 
Dazu ist zu bemerken, daB sowohl das Leberfett, wie auch das 
Fett des wbrigen Koérpers nach Abzug der Leber gleiche Werte 
haben bei beiden Gruppen dieser Laufratten. 

Das Glykogen des Gesamtk6rpers ist bei den mit Hefezulage 
vefiitterten Laufratten héher als bei den anderen. Diese Glykogen- 
vermehrung beruht hauptsichlich auf einer Steigerung des Leber- 
elykogens bei den mit Hefezulage gefiitterten Laufratten. 


3. Vergleich der Ergebnisse des Ruheversuches 
mit denen des Laufversuches. 


Unter dem EinfluB der bei den Laufratten vorliegenden 
hesonderen Muskelarbeit ist das Gesamtk6érperfett sowohl bei den 
Hefetieren wie bei den Kontrolltieren ohne Hefezulage geringer 
als bei korrespondierenden Gruppen der Ruheratten. 

Das beruht darauf, da8 das Leberfett bei den korrespondieren- 
den Gruppen bei den Laufratten sehr wenig vermindert ist, das 
Fett des ibrigen Korpers nach Abzug der Leber aber bei den 
Laufratten sehr viel geringer ist als bei den Ruheratten. Das 
Leberfett ist offenbar deswegen gleich groh bei den beiden Ratten- 
sorten, weil sich bei den Ruheratten Fett in der Leber, die als 
Depot funktioniert, ablagert, wiihrend bei den Laufratten lett 
aus anderen Kérperdepots dauernd der Leber zustrémt, um 
elykogenisiert zu werden, so daB die Leber hier als Umwandlungs- 
ort, man kénnte sagen als ,,Umschlagsort*’ erscheint. 

Was den Glykogengehalt anbetrifft, so steigt der prozentuale 
Glykogengehalt der Leber und des Gesamtkérpers einschlieBlich 
Leber in der Richtung: Ruhetiere ohne Hefe, Ruhetiere mit Hefe, 
Lauftiere ohne Hefe, Lauftiere mit Hefe. Man kann daraus ent- 
nehmen, daB bei den Ruheratten aller NahrungsiiberschuB als 
Reservekapital (Fett) angelegt wird, wihrend er bei den Lauf- 
ratten als Betriebskapital (Glykogen) in der Wirtschaft bleiben 
mu. 

Das Lebergewicht pro 100 g Gesamtkorpergewicht ist iibrigens 
bei den Laufratten um etwa 10°/, hoher als bei den Ruheratten. 

Einschrinkend ist hierzu zu bemerken, daB.es auch vor- 
kommen kann, daB laufende Hefetiere im Vergleich zu laufenden 
Nichthefetieren gleichen Glykogengehalt in Leber und Muskel, 
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aber einen erhohten Fettgehalt in Leber und Muskel aufweisen, 
wie es die in der Einleitung erwihnten Versuche an Hunden 
beweisen. 

Ob Glykogenansatz oder Fettansatz bei den laufenden Hefe- 
tieren im Vergleich zu den nicht mit Hefe gefiitterten Kontroll- 
tieren zustande kommt, hiaingt wahrscheinlich von dem AusmaB 
der k6rperlichen Leistung, dem Verhiltnis der k6érperlichen 
Leistung zur KorpergréBe, dem Verhiiltnis der Arbeitszeit zur 
Ruhezeit und anderen ahnlichen Faktoren ab. 
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Uber Eisenverbindungen der Chlorophyllreihe 
mit blutfarbstoffahnlichen Eigenschaften. 


I. Mitteilung. 
Uber Eisenphiophytin a. 


Von 


K. Kunz, W. Morneweg und H. Miller. 


(Aus dem Institut fiir organische Chemie der Technischen Hochschule Darmstadt und dem 
Chemischen Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften in Munchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Mal 1931.) 


Die Bearbeitung der Eisenverbindungen der Chlorophyll- 
reihe wurde vor einigen Jahren in Angriff genommen und in einer 
vorbereitenden Untersuchung!) die wesentlichsten Eigenschaften 
des Eisenphiophytins, vor allem die Ahnlichkeit mit dem Hiimo- 
chromogen, festgestellt. Zu dieser Zeit lagen iber die dem Chloro- 
phyll entsprechenden Eisenverbindungen keine anderen Arbeiten 
vor. Willstaitter und Sjéberg?) hatten zwar einige Jahre 
vorher itiber komplexe Kupfer- und Zinkverbindungen des Phiio- 
phytins berichtet, die Auffassung, da{ Blutfarbstoff und Chloro- 
phyll auch im Aufbau ihres eigentlichen Farbstoffkerns bedeutende 
Unterschiede zeigen, hatte jedoch scheinbar friiher davon ab- 
gehalten, den entsprechenden Eisenverbindungen ein niheres 
Interesse zu schenken. Unsere ersten Beobachtungen auf diesem 
Gebiet hatten bereits die Vermutung nahegelegt, daB die Ahnlich- 
keit zwischen Blut- und Blattfarbstoff doch gréBer sein miisse, 
als angenommen wurde. Aus den neueren Untersuchungen von 
H. Fischer iiber die Chiorophyllderivate tritt der ahnliche Auf- 
bau der beiden Farbstoffe klar hervor. Aus neuerer Zeit liegen 
auch einige Angaben iiber Eisenverbindungen von dem Chloro- 
phyll noch nahestehenden Abbauprodukten vor. H. Fischer und 


1) H. Miller, Dissertation, Darmstadt 1928. 
*) Diese Z. 188, 171 (1924). 
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Biiumler?!) und spiter Warburg und Kubowitz?) haben tiber 
Misenverbindungen aus Phiophorbid a, und vor kurzem War- 
burg) iiber Eisenphiophorbid b berichtet. Warburg hat auch 
die Faihigkeit der Kisenphiophorbide zur Absorption von 1 Mol CO 
festgestellt und in der Wirkung und dem Spektrum der Verbindung 
Ahnlichkeit mit dem Atmungsferment beobachtet. 

In der vorliegenden Arbeit sind Kisenverbindungen des Phiio- 
phytins a beschrieben. Is gelang noch nicht die Kérper in krystalli- 
sierter Form zu gewinnen, es besteht jedoch Hoffnung, in der 
Methylphiophorbidreihe, wo die Ldéslichkeitsverhialtnisse etwas 
giimstiger sind, zu krystallisierten Verbindungen zu gelangen. 
Die KMinfiihrung des Kisens erfolete durch Umsetzung einer Pyridin- 
lésung von Phiiophytin a mit Ferroacetat in Eisessig. Es gelang 
bei sorgfiiltigem AusschluB von Sauerstoff das Reaktionsprodukt 
in unverinderter Form zu isolieren. Es enthilt auf 1 Mol Phiio- 
phytin 1 Atom Eisen, ist also der Zusammensetzung nach die 
dem Chlorophyll entsprechende Eisenverbindung; in seinen Higen- 
schaften zeigt es Ahnlichkeit mit dem Hiimochromogen. Die 
Farbe der Lésung ist blaugriin wie die des Chlorophylls. Das 
Phiiophytin-a-hiimochromogen wird bei der angegebenen Dar- 
stellungsmethode als Molekilverbindung mit 2 Mol Pyridin er- 
halten, obgleich die Hisessiglésung nur 2—3®/, dieses Stoffes 
enthilt. Das Bestreben Pyridin zu addieren, muB also sehr grof 
sein und dementsprechend la8t sich das Pyridin auch nur durch 
mehrstiindiges Krhitzen im Hochvakuum auf 140° entfernen. 
Auch das Hiimochromogen hegt als Verbindung mit 2 Mol Pyridin 
vor.‘) Das Phiophytin-a-haimochromogen ist in feuchtem Zu- 
stand sehr sauerstoffempfindlich. An der Luft findet Ubergang 
in die hiimatinartige FeOH-Verbindung statt, wobei das Eisen 
vom 2wertigen in den 8wertigen Zustand iibergeht und die blau- 
eriine Farbe der Lésung nach Oliv umschligt. Durch Reduktions- 
mittel, wie Hydrazin, lat sich die Oxydation wieder riickgingig 
machen. Sehr charakteristisch ist das Verhalten des Phiio- 
phytin-a-hiimochromogens in Pyridinlésung gegeniiber Sauerstoff. 
Die Veriinderung durch molekularen Sauerstoff erfolgt zuniichst 
einmal viel langsamer, sie fiihrt aber nicht zur FeOQH-Verbindung, 





') Liebigs Ann. 474, 65 (1929). 
2) Biochem. Z. 227, 192 (1930). 
) Ber. chem. Ges. 64, 682 (1931). 
4) Zeynek, Diese Z. 70, 224 (1910); vgl. auch H. Fischer, Treibs u. 
Zeile, Diese Z. 195, 8 (1931). 
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sondern es findet, wie spiiter niher ausgefiihrt werden wird, eine 
Oxydation im Farbstoffkern statt. Selbst ber langem Einleiten 
von Sauerstoff bei héherer Temperatur entsteht nicht die /eOH- 
Verbindung. Das Pyridin tibt also ee sehr stark schtitzende 
Wirkung gegeniiber dem zweiwertigen Kisenkomplex aus. Dieser 
Schutz tritt jedoch nur gegeniitber molekularem Sauerstoff auf, 
durch Oxydationsmittel, wie Wasserstoffsuperoxyd, lerricyan- 
kalium usw. wird auch bei Gegenwart von Pyridin der Ubergang 
in die FeOH-Verbindung herbeigefiihrt. In der Blutfarbstoff- 
reilhe ist ein derartig ausgesprochener KinfluB des Pyridins 
scheinbar noch nicht beobachtet worden, eine schwiichere, jedoch 
dem Sinne nach gleiche Wirkung hegt auch dort vor. Nach 
H. Fischer, Treibs und Zeile?) sind die Lésungen der Hiim- 
verbindungen (der Fe:--Komplexe) in Pyridin mit Luftsauerstoff 
viel weniger oxydabel als gew6hnlich. Dem Zusammenhang nach 
findet hier aber immerhin, wenn auch langsam, Oxydation zur 
FeOH-Verbindung statt. 

Eine blockierende Wirkung des Pyridins macht sich auch bei 
der Kohlenoxydabsorption des Phiaophytin-a-hiimochromogens 
bemerkbar. Die Verbindung absorbiert in den gewodhnlichen 
organischen Lésungsmitteln 1 Mol CO, das ziemlich fest gebunden 
und erst bei lingerem Durchleiten von Stickstoff wieder abgegeben 
wird. In Pyridinlésung vermag die Verbindung dagegen bei 
einem Kohlenoxyddruck von 1 Atmosphire nur noch etwa ?/, Mol 
des Gases ziemlich locker aufzunehmen. Der Dissoziationsdruck 
der CO-Verbindung ist also in Pyridinlésung viel gréfer. Dem- 
entsprechend verdringt ein Zusatz von Pyridin zu einer Lésung 
der CO-Verbindung den groBten Teil des Gases, ein Vorgang, der 
sich spektroskopisch gut beobachten laBt. 

Die beschriebenen Wirkungen des Pyridins werden wohl 
verursacht durch eine Blockierung des Fe-Komplexes. Das 
Fe-Phaiophytin a addiert, wie erwihnt, sehr fest 2 Molekile 
Pyridin, deren Anlagerung scheinbar durch das Eisenatom ver- 
mittelt wird, denn die FeOQH-Verbindung vermag Pyridin nicht 
mehr in fester Bindung aufzunehmen. Die Addition von 2 Mole- 
kiilen Pyridin reicht jedoch nicht aus, um die typische Blockierung 
herbeizufiihren. Die Loésung der Pyridinverbindung in Benzol 
zeigt normale CO-Absorption und wird auch durch Luftsauerstoff 
rasch zur FeOH-Verbindung oxydiert. Eine merkliehe Spaltung 


1) Diese Z. 195, 24 (1931). 
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der Pyridinverbindung im Lésungsmittel kommt bei der Festig- 
keit der Bindung nicht in Frage. Auch ergibt die direkte Priifung 
der Reaktionslésung, aus der die Verbindung Fe—Phiophytin -+- 
2Pyridin bei der Darstellung isohert wurde, normale CO-Absorp- 
tion. Das Losungsmittel ist in diesem Falle, wie angegeben, Eis- 
essig, der 2—3°/) Pyridin enthilt. Die typische Erscheinung der 
Blockierung tritt also erst auf, wenn eine grébere Menge Pyridin- 
hbase zugegen ist. Vermutlich bildet sich dabei eime lockere Ad- 
ditionsverbindung mit mehr Pyridin. Is wire zu erwarten, daf 
die Addition von 2 Molekiilen sich, wenn auch praktisch nicht 
bei der Menge des absorbierten Kohlenoxyds, so doch bei der 
Festigkeit der Bindung bemerkbar macht. Die Frage soll beim 
Kisen—Methylphiiophorbid durch Vergleich der pyridinhaltigen 
mit der pyridinfreien Verbindung noch gepriift werden. 

Wenn auch in Pyridinlésung der Ubergang des Fe-Phiio- 
phytins in FeOQH-Phiophytin durch molekularen Sauerstoff nicht 
stattfindet, so erleidet die Verbindung doch eine langsame, anders- 
artige Oxydation. Wie die gasvolumetrische Beobachtung ergibt, 
kommt die Sauerstoffaufnahme bei gewoéhnlicher Temperatur 
nach emigen Tagen praktisch zum Stillstand, nachdem 1 Mol 
Sauerstoff gebunden worden ist. Im Produkt der Autoxydation 
ist der Charakter des Phiiophytin-a-himochromogens im _ wesent- 
lichen erhalten geblieben, der Fe-Komplex ist also unveriindert. 
Die Verbindung absorbiert daher Kohlenoxyd und geht bei Ab- 
wesenheit von Pyridin mit Sauerstoff in eine FeOH-Verbindung 
uber, aus der mit Hydrazin wieder die autoxydierte Fe-Ver- 
bindung erhalten wird. Auch die Farbe der Lésung erleidet keine 
Veriinderung, jedoch zeigen sich in den Spektren der Verbindung 
und ihrer Umwandlungsprodukte charakteristische Verschieden- 
heiten gegeniiber denen der normalen Phiiophytin-a-Verbindungen. 
Wie aus spektroskopischen Beobachtungen hervorgeht, schreitet 
die Autoxydation in Pyridin bei gewéhnlicher Temperatur sehr 
langsam, bei héherer Temperatur rascher weiter fort; auch hierbet 
entstehen jedoch keine Produkte vom Charakter der FeOH-Ver- 
bindungen. Aus den angefiihrten Tatsachen geht hervor, dab 
die Oxydation mit molekularem Sauerstoff an einer anderen Stelle 
des Molekiils erfolgt, fiir einen Ubergang in die b-Reihe liegen 
jedoch noch keine Anzeichen vor. Da beim FeOH-Phiophytin a 
eine derartige Autoxydation in Pyridin nicht nachgewiesen werden 
konnte, wird vermutet, daB bei dem beschriebenen Vorgang der 
molekulare Sauerstoff zuniichst am Fe-Komplex aktiviert und 
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dann auf die Molekule wbertragen wird. DaB bei der Autoxydation 
des I'e-Phiophytins in Pyridin besondersartige Verhiiltnisse vor- 
liegen, zeigt auch das Verhalten der Verbindung gegeniiber Wasser- 
stoffsuperoxyd in Pyridin. Es entsteht zuniichst die FeOH-Ver- 
bindung, die rasch weiter oxydiert wird; dabei konnten jedoch 
keine mit den Korpern der Autoxydation in Beziehung stehende 
Zwischenprodukte nachgewiesen werden. Es ist in diesem Zu- 
sammenhange noch bemerkenswert, daf Phiophytin selbst bei 
langer Finwirkung von Wasserstoffsuperoxyd in Pyridin spektro- 
skopisch nicht verandert erscheint. 

Das Phiaophytin-a-hamochromogen (fe-Phiophytin + 2 Pyri- 
din) geht bei Abwesenheit von mehr Pyridin an der Luft in das 
Phaophytin-a-himatin, also FeOH-Phiophytina ber.  Ent- 
sprechend der Gleichung 

4>Fe + 2H,0 + O, = 4> FeOH 
wurde dabei eine Sauerstoffaufnahme von 1!/, Mol festgestellt. 
Mit Reduktionsmitteln wie Hydrazin oder Natriumhydrosulfit 
entsteht wieder Phaophytin-a-himochromogen. Die Reduktion 
mit Hydrazin wurde in Pyridin und Benzol gasvolumetrisch 
beobachtet, es wird dabei wie beim Blutfarbstoffhimatin!) 1/, Mol 
Stickstoff entbunden, wie nach der Gleichung 
4>FeOH + NH,-NH, = 4> Fe + 2H,0 + N, 

zu erwarten ist. Die Reduktion mit Hydrazin verliuft in Pyridin 
ziemlich rasch, in Benzol langsamer. Noch ins Auge fallender ist 
der Einflu8 des Losungsmittels bei der Reduktion der FeOQH- 
Verbindung in atherischer Losung mit einer wiBrigen Loésung von 
Natriumhydrosulfit, die durch Zusatz von wenig Pyridin sehr 
stark beschleunigt wird. Das Pyridin erleichtert also die Reduk- 
tion der FeOH-Verbindung, vermutlich indem es durch Bildung 
einer lockeren Additionsverbindung?) die Bindung der OH-Gruppe 
an das Eisenatom lockert. Es besteht die Moéglichkeit, daB diese 
Erscheinung in Zusammenhang steht mit der friher beschriebenen 
blockierenden Wirkung des Pyridins auf das Phéiophytin-a-himo- 
chromogen. Das Pyridin verhindert den Ubergang des Fe-Phiio- 
phytins in das FeOH-Phiéophytin und konnte umgekehrt das 
sestreben zeigen, in der FeOH-Verbindung die OH-Gruppe wieder 
vom Eisen abzudringen. Diese Auffassung scheint durch eine 


1) Haurowitz, Diese Z. 164, 255 (1927). 
*) Hamatin bildet eine lockere Additionsverbindung mit 2 Mol Pyridin, 
H. Fischer, Treibs u. Zeile, Diese Z. 198, 140 (1930). 
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andere Beobachtung gestiitzt zu werden. Das FeQH-Phaophytin a 
erleidet in Pyridin unter Stickstoff, bei gew6hnlicher Temperatur 
langsam, rascher beim Erhitzen, eine Veranderung. Ks entsteht 
ein Koérper mit dem Spektrum und dem Charakter des Fe-Phio- 
phytins. Kine analoge Erscheinung hat Zeynek?) beim Hamatin 
beschrieben, es tritt beim Krwirmen in Pyridin das Spektrum 
des Hamochromogens auf. Die Vermutung, daf dabei eine Re- 
duktion unter Beteiligung des Losungsmittels vorlegt, verliert 
durch die spiter zu besprechenden Beobachtungen bei der ana- 
logen Reaktion des Himins an Wahrscheinlichkeit. Man kénnte 
daran denken, daB der FeOH-Komplex unter der auflockernden 
Wirkung des Pyridins auf Kosten des Molekilrestes reduziert 
wird. In der Chlorophyllreihe deuten tatsachlich Beobachtungen 
darauf hin, da der beim Erhitzen von FeOH-Phaophytin in 
Pyridin erhaltene Kérper nicht ganz identisch mit dem Fe-Phao- 
phytin ist. 

Aus dem FeOH-Phaophytin a erhalt man mit Salzsiure das 
FeCl-Phiophytin a oder Phaophytin-a-hamin. Die FeCl-Gruppe 
laBt sich auch nach der bekannten Methode mit Ferroacetat und 
Natriumehlorid in Eisessig einfiihren. Kin Unterschied zwischen 
den nach den beiden Methoden hergestellten Verbindungen wurde 
nicht beobachtet. Durch Einwirkung von Ferrichlorid auf Phio- 
phytin a in Eisessig bei 100° konnte das Phaophytinhaémin nicht 
erhalten werden. Die schon von Willstatter*) beobachtete 
blaugriine Fiirbung, die auch schon in der Kalte sofort entsteht, 
beruht nicht auf der Einfiihrung von Eisen in das Molekiil. Der 
Farbumschlag wird vielmehr hervorgerufen durch die Bildung 
eines salzsauren Salzes des Phiaophytins, zu dessen Bildung die 
geringe, aus Ferrichlorid in Eisessig gebildete Menge Salzsiéure 
ausreicht. Dagegen entsteht die Hisenverbindung mit Ferri- 
chlorid und Natriumacetat in der Hitze. Der Mechanismus der Ein- 
fuhrung der Chlorferrigruppe in Porphyrine ist vor kurzem von 
H. Fischer, Treibs und Zeile*) geklart und die Schwierigkeiten, 
die sich dem Verstandnis seither darboten, dadurch behoben 
worden. 

Von den Umsetzungen des Phiophytin-a-hamins interessiert 
besonders sein Verhalten gegen Pyridin; auch hier liegt eine 


1) a. a. O. 
2) Willstatter-Stoll, Untersuchungen iiber Chlorophyll 8. 261. 


3) Diese Z. 195, 1 (1931). 
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Abnlichkeit mit der Blutfarbstoffreihe vor. Himin zeigt bekannt- 
lich in Pyridin allmahlich ein schwaches himochromogenartiges 
Spektrum, so daB man friiher an einen Reduktionsvorgang unter 
Beteiligung des Losungsmittels gedacht hat. Die Tatsache, dab 
R. Kuhn und L. Brann!) vergeblich nach dem dann zu erwarten- 
den Oxydationsprodukten gesucht haben, und die Beobachtung 
von Haurowitz?), daB8 Hamin in Pyridin mit Hydrazin die nor- 
male Menge Stickstoff liefert, stiitzen die Ansicht, daB die in der 
Pyridinlésung vorliegende Verbindung nicht mit Haémochromogen 
identisch ist. Kiister?) nahm an, daB die FeCl-Gruppe nach 
Kinlagerung von Pyridin im Endeffekt auf Kosten einer anderen 
reaktionsfaihigen Stelle des eigenen Molekiils reduziert wird. 

Die Umsetzung des Phaophytin-a-haimins mit Pyridin ist 
noch eingehend zu untersuchen, vorliufig legen nur spektro- 
skopische Beobachtungen vor; von einer naheren Diskussion 
mu deshalb noch abgesehen werden. Beim Lésen der Verbindung 
in Pyridin unter Stickstoff erfolgt bei gew6hnlicher Temperatur 
rasch eine spektroskopisch verfolgbare Umsetzung, es tritt dabei 
das normale Spektrum des Phiéophytinhimochromogens aut. 
Auf Zusatz von Hydrazin erfolgt keine sichtbare Veradnderung 
mehr. Das Reaktionsprodukt mit Pyridin zeigt auch den Charakter 
des Phaophytinhamochromogens, es absorbiert z. Bb. Kohlenoxyd. 
sringt man die Pyridinlésung der FeCl-Verbindung, nachdem der 
Umsatz unter Stickstoff erfolgt ist, mit Sauerstoff in Berihrung, 
so erfolgt, wie bei der Fe-Verbindung, eine langsame Autoxydation 
im organischen Kern. Erfolgt dagegen das Lésen der FeCl-Ver- 
bindung von vornherein. bei Gegenwart von, wenn auch nur wenig, 
Sauerstoff, so tritt wahrend des Umsatzes eine auBerordentlich 
rasche Autoxydation ein. Diese Beobachtung zeigt, daB bei der 
{‘inwirkung von Pyridin auf Phaophytin-a-himin entweder ein 
sehr leicht autoxydables Zwischenprodukt auftritt oder aber der 
Kisenkomplex voribergehend in einem Zustand vorliegt, der eine 
besonders kraftige Aktivierung des Sauerstoffs erméglicht. 

Fir die nahere Untersuchung der noch offenen Frage der 
vorliegenden Arbeit scheinen die Verhiltnisse bei den Kisen- 
verbindungen der Methylphéophorbide giinstiger zu legen, ihre 
Bearbeitung ist seit einiger Zeit im Gange. Auch an die Priifung 


1) Diese Z. 168, 27 (1927). 
2) Diese Z. 164, 255 (1927). 
3) Diese Z. 141, 282 (1924); Ber. chem. Ges. 58, 2851 (1925). 
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der katalytischen Wirksamkeit der Verbindungen ist natiirlich 


gedacht. 
Beschreibung der Versuche, 
Phaophytin a-hamochromogen (Fe-Phaophytin - 2 Pyridin). 


Die Darstellung der Eisenverbindung aus Phéophytin a mii 
Ferroacetat in Kisessig—Pyridin erfolgte in einer Apparatur, die 
es ermoglichte die Herstellung des Ferroacetats, den Umsatz, das 
Ausfillen, Filtrieren und Auswaschen vollkommen unter Stick- 
stoff durchzufihren. 

0,8 g reduziertes Kisen wurden in 70 ccm Eisessig puriss. gelést, die 
klare Lésung unter Zuriicklassung eines geringen Bodenk6rpers in einen anderen 
Kolben gedriickt und dann langsam bei 40° eine Lésung von 0,5 g Phaophytin a 
in 2 cem Pyridin zuflieBen lassen. Nach 10 Minuten war die Farbe rein blau- 
grin und die Reaktion beendet. Das Reaktionsprodukt wurde durch Ein- 
driicken von sauerstofffreiem Wasser ausgefallt, die{Suspension in eine Glas- 
nutsche gedriickt, der Niederschlag durch Stickstoffdruck abfiltriert und durch 
Kindriicken von sauerstofffreiem Wasser ausgewaschen. Das feuchte Phio- 
phytin a-himochromogen kam darauf rasch mit dem Filter in ein mit Stick- 
stoff gefiilltes Priparatenréhrchen. Zur Trocknung wurde das Roéhrchen in 
ein mit konzentrierter Schwefelsiure beschicktes, mit Stickstoff gefiilltes GefaB 
gebracht, das darauf im Vakuum abgeschmolzen wurde. Nach 2tagigem 
Stehen wurde das TrocknungsgeféB unter Einstrémenlassen von Stickstoff 
geffnet, die Substanz leicht vom Filter getrennt und unter Stickstoff auf- 
bewahrt. 

50,506 mg Substanz gaben bei 5stiindigem Erhitzen im Hochvakuum 
auf 140° einen Gewichtsverlust von 7,265 mg. 

8,840 mg Substanz gaben 0,607 cem Stickstoff (21°, 752 mm). 

28,210 mg 7 » 2,040 mg Fe,03. 

C,;H,,.N,O,Fe: 2C,H,N') Ber. Pyridin 14,38°/, Fe 5,08°/, N 7,65°/, 
“a » WA » BOO «7 


Das Phiophytin a-himochromogen stellt em dunkelgriines 
Pulver dar, beim Erhitzen tritt Pyridingeruch auf. Es lést sich 
in organischen Lésungsmitteln unter Stickstoff spielend leicht 
mit blaugriiner Farbe. Die Lésung der reinen Verbindung in 
Pyridin ist bei maBiger Konzentration gegen Tageslicht rot- 


durchscheinend. Eine Verunreinigung durch ihr Oxydations- 


1) Bei der Berechnung wurde fiir das Phaiophytin a eine Zusammen- 
setzung von C,.H,,N,0, angenommen, die sich aus den Formeln von H. Fischer 
fiir Phaophorbid a [Liebigs Ann. 474, 65 (1929)] und Methylphaophorbid a 
[Liebigs Ann. 486, 118 (1931)] ergibt. 
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produkt, das Phiophytin a-himatin macht sich dadurch bemerk- 
bar, daB die Pyridinlésung auch in der Durchsicht griin erscheint. 
Da die Eisenverbindung im Verlauf der Arbeit unter verschiedenen 
Bedingungen zur Beobachtung gelangt, sind zur besseren Uber- 
sicbt eimige spektroskopische Befunde nachstehend zusammen- 
gestellt. Die Spektren enthalten ein starkes, breites Absorptions- 
band im Rot, je ein schmales, schwicheres im Orange und Griin 
und scheinbar noch ein sehr schwaches, deshalb vernachlissigtes 
im Blau (508). Da die Abgrenzung der Banden sehr wenig scharf 
ist, werden in dieser Arbeit die gut feststellbaren Maxima der 
Absorption angegeben, die verschiedenartige Unterstreichung der 
Werte soll ungefahr die relative Intensitaét der Banden wiedergeben. 
I. Fe-Phaophytin a-2Pyridin: 
a) in Eisessig -+ 3°/) Pyridin (Reaktions- 


losung bei der Darstellung) .... 651 580 552 
b) in Pyridin oder Benzol ...... 650 583 547 
II. Reduktion von FeOH oder FeCl-Phiophytin: 5 7 
in Benzol mit Hydrazin')..... 648 588 545 
auf Zusatz von Pyridin...... ~ wie Ib 
III. Reduktion von FeOQH-Phaophytin mit Hydrazin: 
ee a re wie Ib 
b) in Eisessig + 3°/) Pyridin .... wie la 


Kohlenoxydauinahme des Phaophytin-a-hamochromogens. 

a) In Eisessig—Pyridin. Es wurde die direkte CO-Absorption 
der Reaktionsl6sung, wie sie bei der Herstellung der Verbindung 
erhalten wird, festgestellt. Zu diesem Zweck wurde eine ab- 
gewogene Menge Phiophytin a in einem Schlenkschen Gefiif 
unter Stickstoff in der angegebenen Weise mit Ferroacetat in 
Kisessig—Pyridin umgesetzt. Darauf wurde aus einer Birette ein 
gemessenes Volumen CO durch die Reaktionslésung in eine zweite 
Burette geleitet und die Volumenabnahme abgelesen. Die Sperr- 
fliissigkeit (alkalische Kochsalzlésung) stand dabei unter Stickstoff. 
Bei allen derartigen Bestimmungen wurden in einem blinden 
Versuch die Fehler, die sich aus der CO-Absorption des Lésungs- 
mittels usw. ergeben, festgestellt und die Werte des Hauptversuchs 
entsprechend korrigiert. 

Es wurden umgesetzt 0,1606 g Phaophytin a, die CO-Absorption betrug 
4,1 ccm (0° 760 mm). Das CO wurde durch !/,stiindiges Durchleiten von Stick- 


stoff bei 50° vertrieben, die wiederholte Absorption ergab 4,0 ccm (0° 760 mm). 
ser, fiir 1 Mol CO: 4,05 cem. 


1) Vermutlich entsteht hierbei eine Molekiilverbindung mit Hydrazin. 














102 K. Kunz, W. Morneweg und H. Miller, 


b) in Pyridin. 0,159¢ Fe-Phaiophytin: 2 Pyridin wurden in 5cem Pyridin 
unter Stickstoff gelést. Die CO-Absorption betrug 1,2 ccm (0° 760 mm), 
ser. fir 1 Mol CO: 3,25 ccm. 


Beim Einleiten von CO wird die vorher rot durchscheinende 


Pyridinldsung auch in der Durchsicht grin. Das CO wird schon 
bei kurzem Durchleiten von Stickstoff bei gewohnlicher Tempe- 
ratur wieder abgegeben. 

Kisen libt sich in Phéophytin a mit Ferroacetat auch in 
Pyridinlésung einfihren, der Umsatz erfolgt jedoch sehr viel 
langsamer als in Kisessig und erfordert die Anwendung von hoéheren 
‘T'emperaturen. Es besteht deshalb die Moglichkeit, daB feinere, 
im Spektrum nicht feststellbare Umformungen des Phaophytin- 
molekiils dabei eintreten. Jedenfalls bestitigt die direkte Beob- 
achtung der CO-Absorption auch ler die blockierende Wirkung 
des Pyridins. 

Versuch. 0,160 g Phiiophytin a wurden mit 2 g Ferroacetat 
in 20 cem Pyridin 8 Stunden lang auf 95° erwiirmt. bn Spektrum 
lieB sich dann nur noch eine minimale Menge unverandertes 
Phaophytin nachweisen. 

CO-Absorption der Reaktionslésung : 1,3¢cem bei 0° 760mm Ber. 4,0ccm CO. 

Die spektroskopischen Beobachtungen bestatigen die Ergebnisse der 
yvasvolumetrischen Bestimmung der CO-Absorption: 

I. Fe-Phiophytin a: 2Pyridin: 





bya Ge as eH Cee se o 583 547 

CO........4. 4... 650 (breiter) 
Pyridin. 2.2... 2... 650) (583547 
OD) a RNR 6 ie we ee RS ew 650 583 547 
(Bu nuoesscacasss 2 OO Bw 

Il. FeOQH-Phaophytin a reduziert 

in Benzol mit Hydrazin. ... . . 648 588 547 
OO ncn nscaaavis (breiter) 
ee 650 583 547 


Der optische Effekt bei der CO-Bindung in Benzol ist also 
beim Fe-Phiophytin-2Pyridin und bei der durch Reduktion des 
FeOQH-Phiophytins erhaltenen pyridinfreien Verbindung der gleiche 
(Ia und Il), d.h. die 2 Mol Pyridin in der Molekilverbindung 
beeinflussen die CO-Absorption nicht. Versuch Ib zeigt die 
partiell blockierende Wirkung von mehr Pyridin, die Bande 583 
und 547 verschwinden nicht ganz, sie werden nur schwacher, 
in Pyridin wird weniger CO absorbiert. In Ubereinstimmung 
damit verdriingt bei den Versuchen la und II ein nachtriglicher 
Zusatz von Pyridin wieder einen ‘Teil des gebundenen CO. 
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Oxydation von Phaophytin a-hamochromogen zum Phaophytin-a-hamatin. 


Das Phiaophytin a-himochromogen ist in feuchtem Zustand 
sehr sauerstoffempfindlich, in Lésungsmitteln, auBer Pyridin, 
erfolgt an der Luft ziemlich rasch Farbumschlag von Blaugriin 
nach Oliv. 

Die Bestimmung der Sauerstoffaufnahme erfolgte manometrisch im 
BarcroftgefaB. Zwei GefaBe wurden mit je 5 ccm feuchtem Benzol beschickt, 
mit Sauerstoff gefillt und zum Temperaturausgleich stehen gelassen. Wahrend 
das eine GefaB als Thermobarometer dient, wird durch den seitlichen Ansatz- 
stutzen des zweiten GefaiBes eine abgewogene Menge der Substanz eingeworfen 
und das GefaB sofort geschlossen. Nach zweistiindigem Stehen wurde ab- 
velesen. 

29,5 mg Fe-Phaophytin a-2Pyridin absorbierten 1783 cmm_ Sauerstoff 
bei 16° 751 mm oder 148 cmm Sauerstoff bei 0° 760 mm. 

Ber. fiir 1/, Mol Sauerstoff 150 mm. 


Durch Oxydationsmittel (auch durch gewOhnlichen peroxyd- 
haltigen Ather) wird das Phiophytin a-hamochromogen auch bei 
Gegenwart von Pyridin in das Phiiophytin-a-himatin ubergefuhrt. 
Schiittelt man eine Pyridin—-Atherlésung mit einer wiaBrigen, 
schwach sodaalkalischen Lésung von Kaliumferricvanid, so tritt 
allméhlich die Farbe und das Spektrum des FeOH-Phaophytins, 
mit Hydrazin wieder das des Phaéophytinhamochromogens auf. 
Dieselben Erscheinungen beobachtet man mit sehr wenig Wasser- 
stoffsuperoxyd, mit etwas mehr firbt sich die Losung braungelb, 
und es léBt sich mit Hydrazin kein Himochromogenspektrum 
mehr erhalten. In einem Zwischenstadium erhilt man mit Hydr- 
azin noch eine schwach grinliche Lésung mit dem Spektrum 645 
583 545. 


Einwirkung von Sauerstoff auf Phaophytin a-hamochromogen in Pyridin. 


Das Phiophytin a-hamochromogen erleidet in Pyridinlésung 
beim Stehen an der Luft eine Autoxydation. Die Farbe der 
Losung bleibt dabei unverindert blaugriin, jedoch  treten 
im Spektrum Verschiebungen auf. Eine unter Stickstoff ein- 
geschmolzene Loésung zeigt diese Verinderungen nicht. Die 
Reaktion mit Sauerstoff wird durch Licht beschleunigt, verlauft 
aber auch im Dunklen. In der folgenden Versuchsreihe wurden 
2 Losungen gleicher Konzentration unter gleichen Bedingungen, 
nur die eine dunkel, die andere in diffusem Tageslicht, unter 
Sauerstoff aufbewahrt und das Fortschreiten der Reaktion spektro- 
skopisch beobachtet. 
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Phaophytin-a-hamochromogen: 650 583 547 
hell dunkel 
nach */, Stdn. 648 580 547 (530) 649.5 582 547 
- 1?/, - 647 S578 546 530 648 580 557 (530) 
4 643 575 530 647 579 3547 530 
24 - 642 575 530 643 575 530 
5 Tagen 642 575 530 








Die Messung der Sauerstoffaufnahme des Phiophytin a-hamochromogens 
in Pyridin beim Steben unter Sauerstoff bei gew6hnlicher Temperatur erfolgte 
manometrisch im BarcroftgefaB. Ein zweites Gefa8B mit Pyridin diente als 
Thermobarometer. Die Sauerstoffaufnahme kam nach 4 Tagen praktisch zum 
Stillstand, jedenfalls lieB sich mit dem verwendeten MeBgeféB innerhalb von 
zwei weiteren Tagen keine Veranderung mehr feststellen. Die Absorption 
verliuft in den ersten Stunden relativ rasch, spaiter sehr langsam; sie betrug 
nach 5 Stunden 60°/,, nach 9 Stunden 82°/, der Gesamtmenge. Auch bei 
diesem Versuch lieB sich der EinfluB des Lichtes auf die Geschwindigkeit der 
Autoxydation feststellen. Am Tag wurde 2—3mal mehr Sauerstoff verbraucht 
als in der vorangegangenen Nacht. 

19,7 mg Fe-Phaiophytin a-2Pyridin absorbierten 0,423 cem Sauerstoff 
bei 0° 760 mm. 

Ber. fiir 1 Mol Sauerstoff 0,402 ccm 


Das Oxydationsprodukt wurde nach dem Absaugen des Pyridins bei 
SauerstoffabschluB als blauschwarzes Pulver erhalten. Die Verbindung ent- 
halt noch festgebundenes Pyridin, das beim Erhitzen abgegeben wird. Die 
Umsetzungen, die ihren Hamochromogencharakter beweisen, werden nun 
spektroskopisch verfolgt. 

Die Fihigkeit zur Bindung von Kohlenoxyd ergibt sich aus 
einer deutlichen Verinderung des Spektrums der Benzollésung, 
die beiden Bande bei 575 und 530 verschwinden und treten beim 
Durchleiten von Stickstoff oder Zusatz von Pyridin wieder auf. 
Mit Sauerstoff entsteht bei Abwesenheit von Pyridin die zugehérige 
FeOH-Verbindung, das Spektrum ihrer olivgriinen Lésung zeigt 
neben der Ausléschung des roten Endes zwei schwache Banden 
bei 580 und 585; mit Hydrazin tritt wieder die Farbe und das 
Spektrum der autoxydierten Fe-Verbindung (642, 575, 5380) auf. 
Jerm Durchschiitteln der Benzollésung der FeOH-Verbindung 
mit verdiinnter Salzsiure entsteht unter Farbumschlag nach 
Grin eine FeCl-Verbindung mit dem Spektrum 621 574 5382. 
Diese erleidet in Pyridinlésung rasch die charakteristische Um- 
setzung, wobei das Spektrum des autoxydierten Phaophytin-a- 
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himochromogens auftritt. Im Gegensatz zu den Erscheinungen 
beim Phaophytin a-himin lieB® sich jedoch hier spektroskopisch 
kein Unterschied zwischen der Einwirkung von Pyridin an der 
Luft und der unter Stickstoff feststellen. Vielleicht erfolgt hier 
wahrend der Umsetzung an der Luft keine Autoxydation mehr, 
weil diese schon bei der zugrunde liegenden Fe-Verbindung weg- 
genommen wurde. 


Das beschriebene Produkt der Autoxydation des Phiophytin a- 
hémochromogen in Pyridin erleidet bei langem Erhitzen in dem- 
selben Lésungsmittel unter Sauerstoff eine weitere oxydative Ver- 
ainderung. Zunichst treten neben den schwicher werdenden 
urspriinglichen Absorptionsbanden voriibergehend zwei neue bei 
675 und 607 auf, allmahlich farbt sich die Lésung schmutziggriin 
und das Spektrum zeigt nur noch zwei breite verwaschene Bande 
im Rot und Orange. 


Phaophytin a-hamatin (FeOH-Phaophytin a). 


Zur Darstellung des FeOH-Phiophytins a wurde die Fe- 
Phiophytin—Pyridinverbindung in der angegebenen Weise mit 
Ferroacetat in Eisessig—Pyridin unter Stickstoff hergestellt, dann 
mit Wasser ausgefallt und ohne besonderen AbschluB des Luft- 
sauerstoffs abfiltriert. Der Riickstand wurde in Benzol geloést 
und die filtrierte Lésung bei Gegenwart von Wasser mehrere 
Stunden unter Sauerstoff stehen gelassen. Darauf wurde die 
Benzoll6sung im Vakuum abgesaugt; die FeOH-Verbindung wird 
dabei in Form spréder, schwarz glinzender Schuppen erhalten. 
Die Substanz gab bei 2stiindigem Trocknen im Hochvakuum bei 
80° nur einen Gewichtsverlust von etwa 1°/,. Wie die Stickstoff- 
bestimmung zeigt, ist beim Ubergang der Fe-Verbindung in die 
FeOH-Verbindung der Pyridingehalt verlorengegangen. 


27,73 mg Substanz gaben 2,23 mg Fe,O3. 


9,294 mg ” » 0,491 cem Stickstoff (24° 744 mm). 
C,;H,.N,0,° FeOH Ber. Fe 5,83°/, N 5,85°/, 
Gef. »> 5,83 » 9,94 


Das FeOH-Phicphytin a ist in organischen Lésungsmitteln 
spielend leicht, mit olivgriiner Farbe léslich. Das Absorptions- 
spektrum der Lésung in Benzol zeigt eine teilweise Ausléschung 
im Rot und zwei schwache Absorptionsbande bei 585 und 539. 
Beim Durchschiitteln der benzolischen Lésung des Phiophytin-a- 
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himatins mit 5° jiger Salzsiure tritt die hellgrune Farbe und das 
Spektrum des Phaéophytin-a-hamins auf (629 580 539). 

Auch die Losung der FeOQH-Verbindung in Eisessig ist griin, 
das Spektrum der Lésung (628 579 535) zeigt groBe Ahnlichkeit 
mit dem des Phiophytin a-chlorhimins. Auf Grund der Kigen- 
schaften legt in der Loésung das Phiophytin-a-acetylhimin vor, 
das dem Acetylhimin!) der Blutfarbstoffreihe entspricht. Wascht 
man nach Verdunnung mit Benzol den Hisessig heraus, so findet 
Hydrolyse statt und es tritt wieder die olivgriine Farbe und das 
Spektrum der FeOH-Verbindung auf. Versetzt man eine wenig 
Kisessig enthaltende griine Benzollésung des FeOH-Phiophytins 
mit einem UberschuB von Pyridin, so bleibt die griine Farbe 
erhalten und es tritt, wie beim Phiophytinchlorhamin, ein himo- 
chromogenartiges Spektrum auf (650 5838 544). 


Reduktion des FeOH-Phaophytins a. 

Als Reduktionsmittel wurden Hydrazinhydrat und Natrium- 
hydrosulfit verwandt. 

Die Reduktion mit Hydrazinhydrat verlaiuft bei gewohnlicher 
‘'emperatur unter Stickstoff, wie aus spektroskopischen und 
gasvolumetrischen Beobachtungen hervorgeht, in Pyridin ziemlich 
rasch, in Benzol dagegen langsam. Bei mehrtaigiger EKimwirkung 
von Hydrazin auf das entstandene Phiophytin-a-himochromogen 
unter Stickstoff in Pyridin oder Benzol treten in den Spektren 
Verinderungen ein, die auf eine weitergehende Reduktion schlieBen 
lassen. 

Eine Losung der FeOH-Verbindung in Eisessig (Phaophytin a- 
acetylhimin) zeigt nach Zusatz von Hydrazin auch bei langerem 
Stehen, unter Stickstoff eingeschmolzen, kein Haimochromogen- 
spektrum, nach mehrstiindigem Erhitzen auf 100° treten in dem 
Spektrum Linien auf, die dem Phiophytin a zugehéren; es erfolgt 
also langsam eine Herausnahme des Hisens. Enthalt dagegen die 
Losung der FeOH-Verbindung in Eisessig 2°/) Pyridin, so findet 
unter Stickstoff allmahlich Reduktion statt, es tritt das Spektrum 
der Fe-Verbindung in Eisessig—Pyridin und zwar 651 580 552 aut. 

Beim Durchschiitteln mit Luft erscheint sofort wieder das 
Absorptionsband bei 628, das dem Phiophytin-a-acetylhéimin 





zugehort. 


1) Kuster, Diese Z. 119, 98 (1922); Hamsik, Diese Z. 168, 263 (1927). 
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Erfolgt die Emwirkung von Hydrazin auf eine Loésung der 
FeOH-Verbindung bei Gegenwart von Sauerstoff, so tritt allmah- 
lich eine weitergehende Verinderung ein, wobei sich die Lésungen 
braun fairben, in Pyridin treten dabei 2 Bande bei 655 und 590, 
in Kisessig bei 668 und 610 auf.) 

Auch bei der Reduktion des KeOQH-Phiophytins a mit Na- 
triumhydrosulfit macht sich eine reaktionsbeschleunigende Wirkung 
des Pyridins bemerkbar. Ks wurde eine itherische Lésung der 
FeOH-Verbindung zusammen mit einer wiBrigen, schwach soda- 
alkalischen Natriumhydrosulfitlésung im abgeschmolzenen Reagenz- 
slas unter Stickstoff geschittelt. In einem zweiten, sonst gleichen 
Ansatz wurde der Ather mit 2°/, Pyridin versetzt. Die pyridin- 
haltige Lésung farbt sich nach kurzem Schitteln blaugriin und es 

5 5 
tritt das Spektrum des Phaophytin a-himochromogens auf, 
wahrend die rein atherische Losung erst in einigen Stunden sehr 
langsam grinstichig wird. 

Die gasvolumetrische Beobachtung der Reduktion des Phiio- 
phytin a-himatins mit Hydrazin erfolgte in BarcroftgefaBen. 

a) Reduktion in Pyridin. Zu einer Lésung der Substanz in 5 ccm Pyridin 
wurden nach Verdrangen der Luft durch Stickstoff und Temperaturausgleich 
durch den seitlichen Ansatzstutzen des GefiBes 3 Tropfen Hydrazinhydrat 
gegeben und sofort geschlossen. Die Reduktion schreitet ziemlich rasch vor- 
warts, nach '/, Stunde wurde abgelesen. Ein zweites GefaB mit Pyridin und 
Hydrazin diente als Thermobarometer. 

50,4 mg Substanz gaben 365 cmm Stickstoff bei 21° 752 mm_ oder 
335 cmm bei 0° 760 mm. Ber. fiir ?/, Mol Stickstoff 295 cmm. 

b) Die Reduktion in Benzol wurde in derselben Weise wie in Pyridin 
durchgefiihrt; sie verlauft ziemlich langsam, nach 4 Stunden waren ctwa 
90°/, des zu erwartenden Stickstoffs entbunden. Es wurde tiber Nacht stehen 
velassen und nach insgesamt 17 Stunden abgelesen. Auch nach dieser Zeit 
findet noch eine geringe Volumenzunahme statt, die wohl durch eine Uber- 
reduktion des Fe-Phiophytins bedingt ist. Sie wurde weitere 10 Stunden 
heobachtet, verlauft gleichmaBig und betrigt pro Stunde 5cmm. In den 
unten angegebenen Werten ist diese Nebenreaktion fiir die Beobachtungszeit 
von 17 Stunden abgezogen. 

49,8 mg Substanz gaben 340 cmm Stickstoff bei 20° und 750 mm oder 
285 cmm bei 0° 760 mm. Ber. 290 cmm Stickstoff. 


CO-Absorption nach Reduktion des FeOH-Phaophytins. 

a) In Pyridin. 105 mg Substanz absorbierten nach der Reduktion mit 
Hydrazin im Schlenkschen GefaiB 0,9 com CO, berechnet fiir 1 Mol CO 
2,45 com. 


1) Uber eine ahnliche Erscheinung in der Blutfarbstoffreihe  vzgl. 
H. Fischer, Treibs u. Zeile, Diese Z. 195, 24 (1931). 
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b) In Benzol. 137 mg Substanz wurden in 20 ccm Benzol mit 3 Tropfen 
Hydrazinhydrat im Schlenkschen GefaB im Stickstoffstrom 2 Stunden auf 
40° erwiarmt und darauf die CO-Absorption unter peinlichem AusschluB des 
Luftsauerstoffs ausgefihrt. Gefunden 4,0 cem Absorption bei 22° und 736 mm 
uber Benzol oder 3,2 ecem CO bei 0° 760 mm, berechnet fiir 1 Mol CO 3,20 ccm. 


Veranderung des FeOH-Phaophytins in Pyridin. 

Bei mehrtigigem Stehen der FeOH-Verbindung in Pyridin 
puriss. unter Stickstoff, ziemlich rasch beim Erwaérmen aut 
70—s80°, fairbt sich die olive Loésung blaugriin. Das Spektrum 
der Losung 651 584 547 unterscheidet sich kaum von dem des 
Phiiophytinhimochromogens. Jedoch ist die Farbe in der Durch- 
sicht nicht rein rotdurchscheinend. Ein deutlicher Unterschied 
zeigt sich im Verhalten der beim Erhitzen von FeQH-Phiophytin a 
in Pyridin unter Stickstoff erhaltenen Lésung gegeniiber Sauer- 
stoff. Die Verainderung des Spektrums bei der Autoxydation in 
Pyridin erfolgt viel langsamer als beim Fe-Phaéophytin, wie die 
folgenden Beobachtungen an einer Lésung zeigen, die unter Sauer- 
stoff im diffusen Tageshicht stand. 


Spektrum nach 1 Stunde... . 650,5 582,5 547 
e » 12Stunden.... 648 580 532 
+ - > Tagen. .... 646 578 531 


In ihren wbrigen Eigenschaften verhilt sich die Verbinduny 
ganz wie Fe-Phiophytin, sie absorbiert z. b. auch Kohlenoxyd. 
Die Spektren ihrer Umwandlungsprodukte sind kaum von denen 
der entsprechenden normalen Verbindungen zu _ unterscheiden. 
Sie wird durch Sauerstoff bei Abwesenheit von Pyridin in ein 
olivgrime FeOH-Verbindung whbergefiihrt, die mit Salzsiure eine 
FeCl-Verbindung liefert mit dem Spektrum 628 580 533. Dies 
lést sich in Pyridin unter Stickstoff mit dem Spektrum 651 584 547, 
bei Gegenwart von Sauerstoff dagegen mit dem Spektrum 648 
578 5356 

Kine Loésung des Phaophytin a-himatins in Pyridin, die 
6 Stunden unter Sauerstoff gestanden hatte, gab nach der 
feduktion mit Hydrazin noch das normale Phiophytin a-hamo- 
chromogenspektrum, eine direkte Autoxydation der FeOH-Ver- 
bindung lieB sich also in dieser Zeit nicht nachweisen. Bei lingerei 
Stehen macht sich die vorher beschriebene Verdinderung des 
Phiophytin a-himatins in Pyridin immer mehr bemerkbar, dit 
entstehende himochromogenartige Verbindung autoxydiert sich 
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selbst langsam und k6énnte eventuell auch Sauerstoff iibertragen, 
die Verhaltnisse sind also nicht mehr eindeutig. 


Phaophytin-a-hamin (FeCl-Phaophytin a). 

a) Herstellung mit Ferroacetat und Kochsalz in Eisessig. 0,7 g Eisen- 
pulver werden unter Zusatz von 1,5 g Kochsalz in 75 ccm Eisessig im Stick- 
stoffstrom gelést, darauf 0,5 g Phiophytin a zugegeben und !/, Stunde an der 
Luft auf 80° erwarmt. Das Reaktionsprodukt wurde mit verdiinnter Salz- 
saure ausgefallt, abfiltriert, nach dem Trocknen im Vakuumexsiccator in Benzol 
gelést, filtriert und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Die Verbindung 
gab nach zweistiindigem Trocknen im Hochvakuum bei 80° folgende Analysen- 
werte: 


23,930 mg Substanz gaben 1,975 mg Fe,0,. 


2,963 mg ™ » 0,097 mg Chlor. 
C;,H,.N,O0,° FeCl ger. Fe 5,72°/, Cl 3,63°/, 
Gef. . tive s Gene 


b) Herstellung aus der FeQH-Verbindung mit Salzsaure. Eine benzolische 
Lésung der FeOH-Verbindung wurde !/, Stunde lang mit 5°/,iger Salzsaure 
geschiittelt, mit Wasser bis zur neutralen Reaktion ausgewaschen, darauf das 
Benzol im Vakuum entfernt und die Verbindung bei 80° im Hochvakuum 
getrocknet. 


20,240 mg Substanz gaben 1,610 mg Fe,O,. 


3,260 mg “ » 0,121 mg Chlor. 
Ber. Fe 5,72°/, Cl 3,63°/, 
Gef. » 9,56 ey 


Die nach den beiden Methoden erhaltenen Verbindungen 
sind schwarzglinzende Korper, die in organischen Lésungsmitteln 
mit grimer Farbe leicht léslich sind. Das Spektrum in Benzol 
zeigt Absorption bei 629 579 538. Beim Schiitteln der Losungen 
mit Alkali tritt unter Farbumschlag nach Oliv das Spektrum des 
FeOH-Phiophytins a auf. Bei der Reduktion mit Hydrazin, in 
Benzol unter Stickstoff, tritt, wie bei der FeOH-Verbindung, 
nur rascher, das Spektrum des Phiophytin-a-himochromogens auf. 

Die FeCl-Verbindungen ldsen sich unter Stickstoff in Pyridin 
mit blaugriiner Farbe (rotdurchscheinend) und mit dem Spektrum 
des Phaophytinhémochromogens 650 583 547 (1). Dureh Hydr- 
azin erfolgt keine feststellbare Veranderung mehr. Der Umsatz 
mit Pyridin ist eine Zeitreaktion, die sich spektroskopisch ver- 
folgen laBt. Versetzt man eine Benzollésung des FTeCl-Phio- 
phytins a unter Stickstoff mit Pyridin, so dauert es etwa 1 Minute, 
bis die Linien der FeCl-Verbindung ganz verschwunden sind. 
Fallt man das Reaktionsprodukt mit Wasser unter Stickstoff 
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aus, so laBt sich im Filtrat Salzsiure nachweisen. In der Pyridin- 
losung liegt ein Korper vom Charakter des Fe-Phiophytins vor. 
Die Kohlenoxydabsorption laBt sich spektroskopisch und durch 
Augenbeobachtung durch dieselben Verinderungen wie bei dieser 
Verbindung nachweisen. Das ausgefillte Reaktionsprodukt 16st 
sich in den gewoéhnlichen organischen Loésungsmitteln, auBer 
Pyridin, nur unter Stickstoff unverindert, an der Luft findet 
Ubergang in eine Verbindung mit der Farbe und dem Spektrum 
des FeOH-Phiophytins statt. Bringt man die durch Umsetzung 
des FeCl-Phiophytins in Pyridin unter Stickstoff erhaltene Lésung 
nach 10 Minuten mit Sauerstoff in Beriihrung, so erfolgt genau 
wie beim Phiiophytin-a-himochromogen, nur eine relativ langsame 
Verinderung, wobei nach eiigen Stunden auch hier das Spek- 
trum 642 575 530 (II), erreicht wird. 

Erfolgt die Umsetzung des FeCl-Phiophytins a in Pyridin 
jedoch von vornherein bei Gegenwart von Sauerstoff, so erhilt 
man an Stelle des normalen Phiophytin-e-himochromogen- 
spektrums nach 2—8 Minuten die Banden 648 578 546 531 (III). 
Das Spektrum entspricht eimem Zwischenstadium bei der Autoxy- 
dation des Fe-Phiophytins in Pyridin und des Umsetzungsproduktes 
der FeCl-Verbindung in Pyridin unter Stickstoff, das jedoch in 
diesen Fiillen erst nach mehrstiindigem Stehen an der Luft erreicht 
wird. Li&t man die Lésung mit dem Spektrum (III) langere Zeit 
an der Luft stehen, so erfolet auch hier allmahlich Verschiebung 
zum Spektrum (II). 


Einwirkung von Ferrichlorid auf Phaophytin. 

Phiophytin a gibt mit Ferrichlorid in Eisessiglésung schon 
in der Kialte sofort eine blaue Loésung mit folgendem Spek- 
trum 654 600 565 529 493. Beim Verdiinnen mit Wasser farbt 
sich die Lisung braun und schlieBlich fallt ein brauner Kérper 
aus. Er zeigt in Eisessig das Spektrum des Phiiophytins a 666 607 
562 586 504. Auch bei Zusatz von etwas wasserfreiem Natrium- 
acetat firbt sich die blaue Lésung braun und es tritt das Phio- 
phytinspektrum auf. Dieselben Beobachtungen wurden gemacht. 
wenn Phiophytin in Eisessig mit Ferrichlorid 2 Stunden lang 
auf 90° erwirmt wurde. 

Eine Lésung von derselben blauen Farbe, denselben Eigen- 
schaften und genau demselben Spektrum erhalt man, wenn man 
die Lésung von Phiophytin a in Eisessig mit einer minimalen 
Menge konzentrierter Salzsiure versetzt. Mit wenig mehr Salz- 
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siure farbt sich die Loésung blaugriin und es tritt ein anderes 
Spektrum, 665 613 584 535 497, auf, das wohl einem mehrfachen 
Salz des Phiophytins zugehért. Schon ein Zusatz von reinem 
Kochsalz zu eiier Phiéophytin—Eisessiglésung bewirkt Farb- 
umschlag nach Violettblau und das Phiophytinspektrum ver- 
schiebt sich in der Richtung auf das mit Ferrichlorid oder wenig 
Salzsdure erhaltene Spektrum, es zeigt Absorption bei 660 603 

Bei 1/,stiindigem Erwirmen einer Phiophytin-a-Kisessiglésung 
mit Ferrichlorid und etwas Natriumacetat auf 90° tritt dagegen 
das Spektrum des Phéophytin-a-himins auf. 


Wir danken fiir die Bewilligung eines Forschungsstipendiums 
durch die Deutsche Forschungs-Gemeinschaft und fiir die Mittel, 
die uns aus der Otto Berndt-Stiftung zur Verfiigung gestellt 
wurden. 
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Uber eine alkalische Veraschungsmethode in GlasgefaBen 
fir Mikroanalysen. 


Von 


I. St. Lorant und F. Blobner. 


Aus der ersten medizinischen Klinik der deutschen Universitat Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Mai 1931.) 


In fruheren Arbeiten wurde eine Mikromethode angegeben, 
nach der man auch schon einige Mikrogramme Sulfatschwefel mit 
groBer Genauigkeit bestimmen kann.') Um jedoch den gesamten 
Schwefelgehalt im Blutfiltrat nach dieser Methode bestimmen 
zu kénnen, muBte zuvor ein geeignetes Veraschungsverfahren 
vefunden werden. 

Bei unseren diesbeziiglichen Versuchen muBten wir folgende 
Punkte beriicksichtigen: 

a) Die Veraschung soll im alkalischen Milieu durchgefiihrt 
werden. 

b) Das Veraschen soll in demselben Glaskélbchen — in einem 
kleinen offenen, nicht zu diinnen GlasgefiB aus Jenaer Glas — 
durchgefiihrt werden, in welchem spiter die Reduktion und 
Destillation erfolgt. 

c) Ein Uberflu8 an Nitraten, Chloraten, wie tiberhaupt an 
Oxydationsmitteln, die bei der Erhitzung HJ-oxydierende Gase 
abgeben, soll vermieden werden. 

d) Die notwendigen Reagenzien sollen im gelésten Zustande 
verwendet werden, weil die Herstellung vollstaéndig schwefelfreier 
Reagenzien diuBerst miihevoll ist. Man kann auf diese Weise die 
Reagenzien einfach abmessen und die genauen Schwefelblindwerte 
leicht ermitteln. 

e) Die Veraschung soll méglichst wenig Zeit in Anspruch 


nelmen. 


1) Lorant, Diese Z. 185, 245 (1929); 193, 56 (1929). 
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Kein einziges Veraschungsverfahren, welches wir in der Lite- 
ratur beschrieben fanden, entspricht allen diesen Anforderungen. 

Bet dem Benedict-Denissechen Verfahren wird mittels 
Kupfer- bzw. Zinknitrat in saurem Milieu verascht.!) 

Die Carius-Donau-Preglsche Veraschung?) wurde von 
Haurowitz’) zur Bestimmung des Liquorschwefels herangezogen. 
Kr konnte die ausgezeichnete Verwendbarkeit dieser von ihm 
weiter ausgebildeten Methode durch seine Analysen bestens be 
stiitigen. Fir uns kam sie jedoch schon deshalb mcht in Betrachi, 
weil man dabei mit geschlossenen Roéhren arbeitet. Die Ver- 
kohlung nach Wislicenus*) mit Ca-Acetat und nachtriglicher 
Veraschung mit Hilfe von H,O,, lieferte uns sehr gute Hinzelwerte. 
Diese Methode hat jedoch den sehr groBen Nachteil, daB sie viele 
Stunden in Anspruch nimmt. Bei rascher Verkohlung ficlen die 
Resultate nicht zufriedenstellend aus. Die Veraschung mittels 
Salpetersiure und H,O,, wie sie von Pohorecka-Lelesz®) aus- 
seiibt wurde, hat sich deshalb nicht bewahrt, weil sie in Anwesen- 
heit von Fetten und Lipoiden zu niedrige Werte licfert. Die 
Methoden von Asboth®), Liebig und Du Menil’), Abderhalden 
und Funk’) usw. kénnen in Glasgefiiben nicht durchgefiihrt 
werden. 

Bei dem von uns ausgearbeiteten Verfahren handelt es sich 
im Prinzip darum, da8 man die vom Fiweifi befreiten Blutfiltrate 
in Anwesenheit von Dialkali- (Dinatrium-) Monophosphat und 
Natriumchlorat eindampft und dann bei etwa 400° C kurz erhitzt. 
Um das iberschiissige Chlor und Chlordioxyd zu entfernen, wird 
nachtriglich mit Salzséure und Ferrochlorid eingedampft. 


Die erforderlichen Reagenzien sind: 

a) Dinatriummonohydrophosphat losung. 60g Di- 
natriummonophosphat puriss. pro anal. Merck und 40 g Natriuin- 
chlorat pro anal. Merck werden mittels reinsten Wassers in cinen 
1 Literkolben gefiillt. Nach dem Lésen wird bis zur Marke aufgefillt. 


1) Benedict, J. of biol. Chem. 6, 169 (1912); Denis, J. of biol. Chem. 49, 


290 (1923). 


*) Donau, Mh. Chem. 38, 169 (1912). 

) Haurowitz, Diese Z. 128, 290 (1923). 

) Wislicenus, Z. anal. Chem. 40, 441 (1901). 

5) Pohorecka-Lelesz, Bull. Soc. chim. France 10, 879 (1918). 
) Asboth, Chem. Ztg. 19, 2040 (1895). 

) Liebig u. Du Menil, Arch. Pharmazie 52, 67 (i835). 

5) Abderhalden u. Funk, Diese Z. 58, 331 (1909). 
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b) Ferrochloridlésung. oo Ferrochlorid pro anal. Merek 
werden mittels Salzsaure, spez. Gewicht 1,124—1,126 pro anal. 
Merek in eimen 100 cem-MeBkolben gefullt und nach dem Lésen 
bis zur Marke mit Salzsiure aufgefiillt. Diese Losung mu nach 
1 Woche erneuert werden. 
c) Salzsiure. Spez. Gewicht 1,124—1,126 (pro anal. Merck). 


Apparatur. 
Das Mindampfen geschieht tuber einem Mikrobrenner; bet 
Serlenversuchen ist es sehr zweckmibig, ene Asbesttiite mit einem 
Tongliihkérper zu verwenden, wie dies schon bei der Mikrosulfat- 
bestimmung erwihnt wurde.!) 
Den eingedampften Rickstand erlitzt man am besten m 
emem kleinen 
Weise herstellen kann): Einen etwa 5—6 em breiten, starken, 
angefeuchteten Asbeststreifen wickelt man um ein Pulverglas, 
das beiliufig 4—6 em Durchmesser hat. Man ]a8t das Ganze in 


einem Thermostaten troecknen, lést dann vorsichtig den nunmehr 


manschettenformigen Asbestring ab und sichert den Ring mit 
einer Heftklammer. Dieser Asbestring, versehen mit einem ent- 
sprechend geschnittenen, diimneren Asbestdeckel, wird auf em 


Asbestdrahtnetz gestellt und bildet so emen klemen Ofen. Nichi 


allzu diinne Jenaer GefaiBe halten, auf diesen kleimen Ofen gestellt, 


eine [rhitzung mit der stirksten Bunsenflamme 10 Minuten und 
noch mehr aus, ohne den germesten Schaden zu nehmen. 


Gang der Veraschung. 


Pipette in das Koélbehen des Destillierapparates fir Schwefel- 
bestimmung gebracht und mit 38ecm der Dinatriummonohydro- 
phosphat-Losung versetzt.  SchlieBlich werden noch 1—2 Ton- 
perlchen®) hinzugefiigt. Nun dampft man ein. Wenn die Wiirm 
das Kélbchen von der Mitte aus bestreicht, dampft der Ixolben- 
Inhalt ohne besonderes Spritzen ein. Nach dem Emdampfen 
hiingt man das WKoélbechen derart in den beschriebenen klemnen 


‘)a a. U. 
“) Den Gebrauch dieses kleinen Ofens haben wir von Herrn Doz. 
velernt, dem wir fiir seinen ausgezeichneten Rat auch hie! 


Dr. Fortner 
wirmstens danken, 
*) Siche Mikrosulfat bestimmung. ') 


Muffelofen, den man sich leicht selbst in dieser 


2 ecem des enteiweibten Blutfiltrates werden mittels eimer 
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Ofen, daB das Kélbchen das Asbestnetz beriithrt und die Off- 


nungen des Ko6lbchens aus dem Ofen herausragen; dies letztere 


einzig aus dem Grunde, damit keine wiihrend des Erhitzens 
losgelisten Partikelchen der Asbestwand in das Veraschungs- 


cefiB fallen. 

Nun wird der Ofen mit 10 Minuten 
lang mit der starksten Flamme erhitzt. Auf die Starke der Flamme 
ist besonders zu achten. 


Asbest zugedeekt und 


Tabelle 1. 

















— oO 
A = i as} 
> o NT S 
= © a oS 2 5 ™ i 
y = Y & efi pm 
Untersucht wurde 2 so ‘a gf Jemerkung 
2° t. Cay B 
av Ay 
Be 
la. 3cem Filtrat!) 6.25 | 0,0510 | 0,0375 |] Mittelwert = 0,0248 my 
b, 2 ccm = 8.4 O,O38L | 0,0246 | auf 2 ecm berechnet 
2a. 2cem KSO-Lésung 0.0337 on 
(= 0,020 mg 95 Mittelwert = 0,020 mg 
b. Desel. 9 6 0.0333 0,0198 | 
3a. 2cem KSO-Loésung 
(= 0,020 me §S) 
+ 2ccem Filtrat 945 70,0586 [O,0451 {] Mittelwert = 0,0455 mg 
tb. Desgl. D4 0,0593 | 0,0458 |} Mitt. a. 1+2=0,0448S my 
a. Blindfiltrat? 46,0 0,0132 , ox 
‘ nips | Mittelwert = 0,0135 mv 
b. Desgl, 43.0 O.O13S8 | 
II. 
1. 2cem Filtrat®) 15.9 0.0403 10.0253 
2a. 2cem KSO-Lésung 
= 0,022 me S 8.62 7] O,O3871 10,0221 . 
A Veo mg S) ie tle : | Mittelwert 0.0220 mg 
b. Desel. 8.70 0.0368 O,0218 | 
3a. 2cem KSO-Loésung 
(= 0,020 mg S) 
+ 2ccem Filtrat 5,12 | 0,0631 [0,048] {] Mittelwert = 0,0482 mg 
b. Desel. 5,1 0,0632 |0,0482 |} Mitt. a. 1+2=0,04175 me 
fa. Blindfiltrat4) 4,1 0.0149 " 
° { fu i A } 3 ) Ee Vittelw TT - ().0) yt) me 
k,. Bess. 40 | 0015] ES: ee pene om 
Lif. 
l. 2cem KSCN-Lésung 
(= 0,066 mg SS) ai O.O8S65 TOOTS Fehlbetrag: +0,0055 my 
2, = leem Gluthation-Lsg. 
(= 0,0264 mg 8) 8.0 0.0400 | 0.0250 Kehlbetrag: —O0,0014 my 


1) Aus einem Gemisch von Vollblut 


2) 10 ecm Vorlage 


°) Dasselbe Filtrat wie friiher. 


4) 10 ccm Vorlage 


und Serumfiltrat bereitet. 


Q* 
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Nach dieser Zeit ist der Inhalt verlaBlich schneeweiB gebrannt 
und es kann weiter verarbeitet werden. 

Zur iintfernung von Chlor und Chlordioxyd wird der Aschen- 
riickstand mit 2 cem Salzsiiure versetzt und eingedampft. Um 
die letzten Spuren der oxydierenden Gase zu beseitigen, wird eine 
nochmalige Eindampfung mit 38 ccm Ferrochloridlésung  vor- 
cgenommen. 

Hierauf kann die Schwefelbestimmung, wie beschrieben, vor- 
genommen werden. 

In der nebenstehenden Tabelle werden die Resultate von 
einigen Schwefelbestimmungen, bei denen wir die oben beschriebene 


Veraschung verwendeten, mitgeteilt. 





























Uber das Absorptionsspektrum 

des Bilirubins in verschiedenen Liésungsmitteln. 
Von 

P. Miiller und L. Engel. 


Mit 5 Figuren im Text und auf Tafel I. 


(Aus der Medizinischen Klinik Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 38. Mai 1931.) 


Die kirzlich von Heilmeyer!) erschienene Arbeit iiber das 
A\bsorptionsspektrum des Bilirubins in Chloroform, Alkohol und 
Alkahen veranlaBt uns, eine Reihe von Versuchsergebnissen jetzt 
schon miutzuteilen, deren Verd6ffentlichung eigentlich erst im 
Rahmen einer groéBeren Arbeit iiber das spektrale Verhalten des 
Bilirubins und seine spektrophotometrische Bestimmung  ge- 
plant war. 

Heilmeyer stellte fest, daB die Absorption des Bilirubins 
im blauen und violetten Spektralbereich keine kontinuierliche ist, 
sondern daB das Bilirubin ebenso wie das Hiaimoglobin und die 
Porphyrine eine Absorptionsbande besitzt, eine Tatsache, die 
bisher in der Literatur nirgends verzeichnet ist. Es galt vielmehr 
als feststehend, daB das Bilirubin den blauen und violetten Teil 
des Spektrums v6llig ausléscht. Diese, wie sich jetzt zeigte, 
irrtumliche Ansicht kam wohl dadurch zustande, daB man einmal 
das Bilirubin meist in zu hoher Konzentration oder in zu grober 
Schichtdicke untersuchte. Dann aber auch daher, das man mit 
den alten Spektralapparaten nur mit dem Auge beobachtete. 
Gerade fiir den kurzwelligen Teil des Spektrums ist unser Auge 
aber viel weniger empfindlich als die photographische Platte. 

Wir haben vor langerer Zeit bereits Spektralaufnahmen des 
bilirubins in verschiedenen Loésungsmitteln gemacht und bereits 
einmal kurz dariiber berichtet.*) Hier seien nun einige derartige 
\ufnahmen wiedergegeben. 

Uber die Technik sei folgendes vorausgeschickt: Aufnahmegeriit war ein 
Gitterspektrograph der Firma Zeiss in Jena. Lichtquelle war eine Punkt- 
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lichtlampe fiir 220 Volt Gleichstrom ebenfalls der Firma Zeiss. Breite des 
Kintrittsspaltes O01 mm. Die Aufnahmen wurden auf Agfa-Isochromplatten 
gemacht. Die Belichtungszeit fiir das Spektrum der Lampe allein betrug 
30 Sekunden, fiir alle Absorptionsaufnahmen gleichmaéBig je 60 Sekunden, 
fiir das Quecksilberspektrum 5 Sekunden und fiir die Wellenlingenskala 
vom Kameraobjektiv aus 2 Sekunden mit einer Taschenlampe als Lichtquelle. 

Die Aufnahmen zeigen zu oberst und unterst je eine Wellenlangen- 
skala*), dazu zum Zwecke der genaueren Ausmessung das Quecksilberspektrum. 
Dann folut von oben nach unten zuerst das Spektrum der Lichtquelle allein, 
dann das des leeren AbsorptionsgefaBes, dann das der Bilirubinlésung, und 
zwar in zunehmender Schichtdicke von 1—30 oder 35 mm, jedesmal um 1 mm 
steivend. Die zu untersuchende Lésung befand sich in einem sogenannten 
Balyrohr. Entwickelt wurden die Aufnahmen mit Metol-Hydrochinon- 
entwickler. 

Das Bilirubin verdanken wir der Freundlichkeit von Herrn Prof. Hans 
Fischer in Miinchen, dem wir hierfiir zu groBem Dank verpflichtet sind. 

Das Spektrum des Bilirubins in Chloroform zunichst, dem 
iblichen Losungsmuttel des Bilirubins (lig. 1, Taf. I), zeigt eime 
tvpische Absorptionsbande, deren Maximum bei etwa 450 jw hegt. 
Die Ausléschung beginnt vom langwelligen Teil des Spektrums her in 
der 5 ng-°/,igen Lésung bei etwa 500 4, ber der 1 mg-°/,igen 
hei etwa 490 wz. Bei hoéherer Wellenlinge als 500 wu ist die Licht- 
ausloschung so gering, daB sie auf den Spektrogrammen nicht 
mehr in Erscheinung tritt, mit dem Spektrophotometer aber 
noch gemessen werden kann, wenn auch mit hinreichender Ge- 
nauigkeit nur in sehr groBer Schichtdicke. Der Anstieg der Kurve 
ist ein sehr steiler und der Ubergang vom lichtdurchlissigen in 
den lichtundurchlissigen ‘Teil des Spektrums ein sehr scharfer. 
Dem entspricht auf der spektrophotometrisch aufgenommenen 
Absorptionskurve ein sehr steiler Anstieg. 

Der Abfall der Bande nach dem ultravioletten Teil des 
Spektrums zu ist ein flacherer und nicht ganz vollstindiger, d. h. 
es wird selbst bet diinnen Schichtdicken nicht mehr die volle 
Lichtintensitit durchgelassen. Eine geringe Lichtausléschung 
findet auch jenseits von 400 0 noch statt. In konzentrierteren 


ist ber hodherer Seluchtdicke die = Licht- 


Losungen (5 mig 0) 


ausloschung tuberhaupt eme vollstindige von 490 a4 nach ab- 
wiirts. Eine genaue Ausmessung mit dem = Spektralphotometcr 
lift sich im diesem Spektralbereich mut dem Auge nicht mehr 
vornchmen. Mit der spektrographischen Registrierung und Aus- 
messung dieses Teilles der Absorptionskurve des Bilirubins mit 
elem Spektralphotometer mat Quarzoptik nach KoOnig-Mar- 


*) Diese fehlen auf den Abbildungen, da die Zahlen nicht leserlich sind. 
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tens sind wir noch beschaftigt. Sie erfordert naturgemif eime 
sehr groBbe Anzahl von Aufnahmen und deshalb sehr viel Zeit. 
Anders als in Chloroform ist die Lichtausléschung des Bihi- 


rubins in Alkohol oder richtiger in einer Alkohol—Chloroform- 
losung. Hier stimmen unsere Spektrogramime und Kurven nicht 
mit der von Heilmever gewonnenen Absorptionskurve tberein. 

Was zunachst die Art der Lésung betrifft, so ist zu sagen, daB Bilirubin 
in Alkohol absolut unléslich ist. Das, was wir ebenso wie Heilmeyer als 
alkoholische Bilirubinlésung bezeichnen, ist in Wirklichkeit eine Lésung von 
Bilirubin in Chloroform unter reichlichem Alkoholzusatz. Welchen EinfluB 
dieser Alkoholzusatz auf den Lésungszustand des Bilirubins hat, werden wir 
spater sehen. 

Die Lésung, von der die Fig. 2 stammt, wurde folgendermafen her- 
cestellt: 10 cem einer 5 mg-°/,igen Bilirubin-Chloroformlésung wurden in 
einem kleinen MeBzylinder iber dem Wasserbad auf ein Volumen von 2,0 cem 
cingeengt, dann mit absolutem Alkohol in ein 50 cem-MeBkélbchen  tiber- 
gespilt und mit Alkohol auf 50 cem aufgefiillt. Die Bilirubinkonzentration 
ist dann | mg-°/,ig, und zwar in einer Loésung, die sich zusammensetzt aus 
96 Vol.-°/, Alkohol und 4 Vol.-°/, Chloroform. 

Die Absorptionsbande des Bilirubins in dieser Alkohol—Chloro- 
formlésung ist zwar ahnlich, aber, wie ein Blick auf die Fig. 2, 
Taf. I zeigt, nicht ganz gleich der einer Chloroform—Bilirubinl6sung. 
Das Maximum der Absorptionsbande hegt auch hier bei etwa 
150 sys, jedoch ist der Anstieg der Bande ein flacherer und der 
Gipfelpunkt hegt etwas tiefer. Die Bilirubinkonzentration ist in 
heiden Losungen die gleiche, die Aufnahmen sind mit vollig gleicher 
Versuchstechnik hergestellt.. Die Absorption ist also in der alko- 
holischen Loésung eine etwas geringere. Wir werden dies nachher 
ber der Betrachtung der quantitativ aufgenommenen Absorptions- 
kurven bestatiet finden. 

Aber noeh einen anderen Untersehied zeigt das Bilirubin- 
spektrum in Alkohol. Der Streifen erscheint im Gegensatz zu dem 
in Chloroform nicht blo®B gegen das ultraviolette Ende des Spek- 
trums zu, sondern auch gegen den lanewelligen Teil hin nicht so 
scharf begrenzt. Der Ubergang von Licht in Schatten ist ein all- 
miahlicherer, die Verdunkelung nimmt langsamer zu als beim 
Bilirubin in Chloroform. Auf der Absorptionskurve muB sich diese 
langsamere Verdunkelung in emem flacheren Anstieg der Iurve 
wusdriicken. Auch das werden wir spiiter bestétigt finden. 

Auf eines sei noch hingewiesen, das die beiden Bilder der Ab- 
sorption des Bilirubins in Chloroform und Alkohol gemeinsam 
haben: es ist dies der nicht mehr vollige Abfall der Bande nach 
dem ultravioletten Teil des Spektrums zu; eine geringe Licht- 
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auslOschung findet auch in der ,,alkoholischen‘* Losung jenseits 
400 pus noch statt. 

Das Absorptionsbild des Bilirubins in Alkohol, wie es sich 
bei der hier angegebenen Aufnahmetechnik ergibt, ist tibrigens 
nicht immer das gleiche. Die Bande erscheit manchmal an der 
Basis noch breiter, in ihrem oberen ‘leil noch unscharfer. Wir 
mochten diese Unterschiede auf eme wechselnde TeilchengréBe 
des in Alkohol kolloidal gelésten Bilirubins zuriickfiihren. DaB 
das Bilirubin bei einer Alkoholkonzentration von mehr als 50 Vol.-°/, 
nicht mehr molekular, sondern kolloidal gelést ist, geht daraus 
hervor, daB alle diese sogenannten alkoholischen Lésungen beim 
Lichtdurehtritt, im Gegensatz zu emer Bilirubin—Chloroform- 
losung, cinen mehr oder weniger starken 'yndalleffekt geben. 
AuBerdem tritt bei allen Losungen nach langerem Stehen, manch- 
mal schon nach einigen Stunden, Entmischung cin, das Bilirubin 
flockt aus. 

Wir gehen demnach wohl nicht fehl, wenn wir diese Bande, 
wie sie eine sogenannte alkoholische Bilirubinl6sung gibt (ig. 2, 
Taf. I), dem = kolloidal gelésten Bilirubin zuschreiben, wahrend 
die in Fig. 1, Taf. I dargestellte Bande dem molekular gelésten 
Bilirubin zukommt. 

Kine Bestiitigung dessen, was wir an den beiden Spektro- 
vrammen der LOosungen von Bilirubin in Chloroform und Alkohol 
an Unterschicden sahen, finden wir in den in Fig. 3. wieder- 
vegebenen Absorptionskurven. Sie sind die graphische Dar- 
stellune der m den Tabb. 1 und 2 aufgefiihrten Extinktions- 
koeffizienten ber verschiedenen Wellenliingen. Die Ixtinktions- 
koeffizienten zu logarithmieren, wie dies Heilmeyer getan hat, 
ist nicht notig, da es sich um den Vergleich zweier Losungen 
eleicher Iwonzentration handelt. Ebenso ist es unndétig, die Ex- 
tinktionskocfizienten auf mehr als 2 Dezimalen genau anzugeben. 

Uber die Methodik sei hier nur soviel gesagt, daB die Extinktionskoeffi- 
ienten mit einem Spektralphotometer nach Koénig-Martens der Firma 
Schmidt & Haensch in Berlin gemessen wurden, und zwar in den gleichen 
Losungen, von denen die Spektrogramme stammen. Die Konzentration war 
| mg-°/,ig, die Werte wurden jedoch, um sie mit denen von Heilmeyer ver- 
leichen zu konnen, auf 10 me-°/, umgerechnet. Die Schichtdicke betrug bei 
iien Messungen tiber 500 nu 2cm, bei den niedrigeren Wellenlangen, bei 


denen die [extinktion eine starkere ist, Iem. Lichtquelle war wiederum eine 
Punktlehtian pe, deren Lichtke ve] mit Hilfe emer IK. ondensorlinse auf den 
Mintrittsspalt der Beleuchtungsvorrichtung vereinict war. 


(ie Extinktionskoeffizienten der Bilirubin—Chloroformlésung 














Uber das Absorptionsspektrum des Bilirubins usw. 


Tabelle 1. 


Extinktionskoeffizienten 
einer 10 mg-°/,igen Bilirubin-Chloroformlésung. 





Wellenlange in yuyu 


550 
530 
O10 
5OO 
493 
490 
ARO 
470 
460 


Eextinktionskoeffizienten 





einer LO mg-®/,igen 


Miller u. Engel 


0.04 
0,12 
O34 
99 
10 


5.4 ft) 
8,42 


9 56 


Tlabelle 3. 





Heilmever 


0.08 
OLS 


sitlirubin—,,Alkohollésune*. 


























528 0,30 

520 Q.5S8 0,32 
514 0,92 - 
510 0,58 
507 1,48 

D500 2.14 1,20 
493 2,98 

490 3,42 2,33 
480 4,60 4,25 
470 6,02 6,47 
460 6,587 7,88 
450 7,28 8,39 
440 6,89 8,16 








ind chwas anders als die Von Heilmey Or. Dagegen stint lie 
aus unserem Extinktionshoeffizienten bei dem  Absorptions- 
Inaximum von 450 pys =berechnete Absorptionskonstante von 
1.085-10-> innerhalb der Fehlergrenze sehr gut mit dem von 
lleilmeyer angegebenen Wert von 1,054-10-5 iiberein. Das 
\bweichen der Extinktionskoeffizienten ist nicht weiter zu ver- 
F wundern, da wir anderes Bilirubin hatten. DaB das von Heil- 
) meyer verwandte Bilirubin ,,Hombure’ nicht ganz einwandfrei 
war, geht aus einer Bemerkung von Heilmeyer und Krebs*) 
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an anderer Stelle hervor, daB ihr Bilirubin oft viele Stunden 
brauchte, bis es in Chloroform vollstiindig gelést war. Dies ist 
bei reinem Bilirubin nie der Fall. Reines Bilirubin lost sich augen- 
blicklich und spielend leicht m Chloroform. 

Die Untersehiede in den Extinktionskoeffizienten wiren, wie 
cesagt, nicht so bedeutsam, wenn nur der Verlauf der Absorptions- 
kurven ein gleicher ware, d. h. wenn sie emander parallel gingen 














Fig. 4. 


und sich durch geringe Hoéhenverschiebung zur Deckung bringen 
lieben. Dies ist annihernd nur bei den Chloroformlésungen der 
all. Fig. 4 zeigt die von Heilmever und von uns gewonnenen 
Absorptionskurven einer Bilirubin—Chloroformlésung, wieder aut 
eleiche IKonzentration berechnet, nebeneimander. Sehr gut ist 
die Ubereinstimmung aueh hier nicht. Doch miissen wir bedenken, 
daf die Messungen im kurzwelligen Spektralbereich, in dem der 
Gipfelpunkt der Absorptionskurve liegt, wegen der schlechten 
Mmpfindlichkeit des Auges fiir blaues und violettes Licht, um so | 
ungenauer werden, je weiter wir gegen das violette Ende des 


Spektrums zu kommen. 
Deutlich und auBerhalb der Feblerbreite der Messungen 
allend ist jedoch der Unterschied im Verlauf der Absorptions- 
kurven der chloroformigen und der alkoholischen Bilirubinlosung ! 
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(Fig. 8). Wie wir bereits bei der Betrachtung der Spektrogramme 
erwihnten, war zu erwarten und finden wir hier bestiétigt, daB 
der Anstieg der Absorptionskurve der Bilirubinlosung in Chiloro- 
form ein steilerer ist als der emer Lésung in ,,Alkohol. Auch der 
zweite Unterschied, der miedrigere Gipfelpunkt kommt in den 
Absorptionskurven ebenso wie in den Spektrogrammen zum 
Ausdruck. 

Wir kénnen also Heilmever nicht zustimmen, der die Ab- 
sorptionskurve des Bilirubins in Chloroform und Alkohol identisch 





a See 


Fig. 5. 


fand. Um dies deutlich zu machen, haben wir in Fig. 5 noch seine 
und unsere Absorptionskurven von Bilirubin in Alkohol neben- 
emander gestellt, unsere wiederum umgerechnet auf eine Kon- 
zentration von 10 mg-°/5. 

Ob diese Unterschiede lediglich auf die verschiedene Qualit it 
und Herkunft des Bilirebins zurickzufiihren sind, modchten wir 
nicht entscheiden. An und fiir sich ist der verschiedene Verlauf 
der Absorptionskurven in Chloroform und Alkohol nichts Be- 
sonderes. Denn es ist eine allgemein bekannte Tatsache, dal die 
\bsorption eines Farbstoffes abhingig ist von semem Losungs- 
nuttel und mit diesem sich weitgehend fndern kanns. Die niichst- 
hegende Erklaérung scheint uns die zu sem, dab in der von Heil- 
meyer verwendeten ,,alkoholischen™ Bilirubinlosung die Chloro- 
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formkonzentration noch zu hoch war, so daB er einfach das Bili- 
rubin-Chloroformspektrum bekam. 


Zusammenfassung. 


I's werden Spektrogramme von Bilirubin in Chloroform- und 
Alkohol‘lésung gezeigt und beschrieben. Die Absorption ist in 
den beiden Loésungsmitteln eime verschiedene. Dies geht auch 
aus den mit dem Spektralphotometer vorgenommenen quanti- 
tativen Messungen der Lichtextinktion hervor. 


Literatur. 


|. Heilmeyer, Biochem. Z. 282, 229 (1931). 
2. Miller u. Engel, 44. Kongr. f. inn. Med. 1931. 
3. Heilmeyer u. Krebs, Biochem. Z. 228, 352 (1930). 

















Vergleichende Kupferbestimmungen in Hiihnerembryonen. 


Von 


A. Loeschke. 


(Aus der Universitatskinderklinik Gottingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12, Mai 1931.) 


Zu den Faktoren, deren himoglobinsteigernder Effekt als 
gesichert gilt — Eisen und Leber —, ist in jiingster Zeit das 
Kupfer als neues Element getreten. Waddell, Steenboek und 
fart!) berichteten als erste iiber eine giinstige Kupferwirkung 
bei der durch Kuhmilch erzeugten experimentellen Rattenanimic, 
Klvejhem und Hart?) bestitigten und erweiterten diese be- 
funde an Hiihnern, indem sie es sogar wahrscheinlich machen 
konnten, daB die giinstige Wirkung hoher Hisendosen méglicher- 
weise durch kleinste Kupferbeimengungen bedingt ist. Absolut 
reine Hisenpriiparate lieben eine antianiimische Wirkung ver- 
missen. Flinn und Inouye?) erzielten durch Kupferzulagen bei 
Meerschweinchen Hebungen des Haimoglobinspiegels, und schlieB- 
lich hat Schiff*) in 4 Fallen von Sauglingsanimie verschiedener 
Genese tiber eine giinstige Kupferwirkung berichtet. 

Ergiinzt werden nun diese Befunde durch analytische Be- 
stimmungen des Kupfergehaltes der Leber. Bemerkenswerter- 
weise gehort nach den umfangreichen Untersuchungen von Lin- 
dow, Elvejhem und Peterson5) an sich schon die Leber zu den 
kupferreichsten Organen des Korpers iiberhaupt. Die Lebern 
jugendlicher Organismen sind aber noch weit kupferreicher als 
die von erwachsenen Individuen derselben Art. So fanden Lin- 
dow und seine Mitarbeiter fiir Kalbsleber 44,1 mg, fiir Rinder- 
leber nur 21,5 mg pro Kilogramm Frischorgan. Kleinmann und 
Klinke®) finden in den Lebern von Neugeborenen und Siug- 
lingen bis zu der 10fachen Kupfermenge im Vergleich” zu den 
Lebern Erwachsener. Ein Zusammenhang zwischen Blutbildung 
und Kupfer ist also auch nach diesen Befunden nicht ohne 
weilteres von der Hand zu weisen. Auf der anderen Seite wissen 
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wir jedoch, dab in sicher pathologischen Fallen sich die Leber 
ebenfalls mit Kupfer anreichern kann. Die hohen Kupferwerte 
bei Hiamochromatose der Leber seien hier erwahnt, tuber di 
Schoenheimer und Oshima‘) berichtet haben. Im folgenden 
wurde deshalb die Frage untersucht, wie sich die Kupferverteilune 
In einem entstehenden, von der AuBenwelt véllig unbeeinfluBten 
Organismus verhalt, wie ihn das noch nicht ausgeschliipfte junce 
Hiihnechen darstellt. 

Als Ausgangsmaterial wurden Eier eimes mit konstantem 
Futter gefiitterten Hiihnerstammes benutzt. Die Kupferbestim- 
mungen erfoleten nach der von Schoenheimer und Oshima 
angegebenen Methode in ihrer Modifikation von Kleinmann 
und Klinke. Colorimetriert wurde jedoch mit dem Auten- 
riethschen Colorimeter. Ebenfalls stand uns kein Porzellanbrenner 
zur Verfiigune. 

Um iiberhaupt einen Uberblick iiber die zu erwartenden 
Kupfermengen zu gewinnen, wurden zunichst unbebriitete Kier 
lm ganzen analysiert. Die Werte sind in folgender Tabelle zu- 
sammengestellt : 





Kigewicht (ohne Schale) Absolute Cu-Menge Pro kg Frischgewicht 
iS.8 ¢ 0,095 meg 1,95 mg 
49.9 9 0.055 mg 1,10 mg 
19.3 ¢ 0,063 mg 1,28 mg 
553 g 0,061 mg 1,10 mg 
52.6 9 0.058 mg 1,10 mg 








Lindow fand mit anderer Methode im Durechsehnitt 2,3 me 
Cu pro WNilogramm Frischei. Unsere Werte sind niedriger, bewegen 
sich aber in derselben GroBenordnuneg. 

Sodann wurden Kier der gleichen Legeperiode bebriitet, dic 
entwickelten Kiecken 1—2 Tage vor dem Ausschliipfen durch 
Autlegen der Kier auf Kis abgetétet, unter den von Kleinmann 
und Klinke angegebenen Kautelen entlebert und die Lebern 
teils allein, teils im Vergleich zu den Restkérpern der Kiicken aut 
Kupfer analysiert. Is ergab sich dabei, dab der durchschnittliche 
Gehalt einer Kiickenleber nur etwa 0,01 mg Cu, also etwa 1/; bis 
Ly, des Gehaltes des ganzen Eies ausmacht, daB sich aber trotzdem 
prozentual ungefihr die 12—20fache Cu-Menge in der Leber 
geegeniiber dem Gesamtorganismus findet. Im einzelnen fanden 
sich in den Lebern allein folgende Werte: 
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Anzahl ; pe 
Gesamtgewicht Absolute Cu-Menge Pro kg Frischorgan 
d. Lebern 

3 2,2 g 0.030 me 13.64 meg 
3 2.3 2 0,032 meg 13.91 me 
5 | 3,2 ¥ 0,041 mg 12,81 mg 








Noch eimdrucksvoller wurde diese Kupferanreicherung in der 
Leber bei vergleichenden Bestimmungen von Lebern und den 
entsprechenden Kiickenrestkérpern. Die gemeimsam = veraschten 
Lebern von 8 Kiuecken enthielten zusammen 0,058 mg Cu, was bet 
cinem Gewicht von 2,2 g¢ 26,36 mg Cu pro Kilogramm Frischorgan 
ausmachen wirde. Die Restkérper ergaben: 





Gewicht Absolute Cu-Menge Pro kg Frischorgan 








44 ¢ 0,044 mg 1,00 me 
55 g 0,052 mg 0,95 mg 
41 ¢ 0,045 mg 110 mg 


Kine éhnlche Analysenserie, die 6 Kiucken umfabte, ergab 
ein gleichsinniges Resultat. Die Lebern der Kiicken wurden wieder 
semeinsam verascht, die Kicken selbst erst nach getrennter 
Veraschung gemeinsam aufgearbeitet. 











Gewicht der 6 Lebern Absolute Cu-Menge Pro ke Frischorgan 
4,2 ¢ 0.068 mg 16,19 mg 
Ciesamtgewicht der 6 Kiicken 
234,7 g 0,198 mg 0,84 mg 


Diese Anreicherung der Kiickenleber mit Kupfer erscheint 
um so bemerkenswerter, als die im Ei an und fiir sich verfiigbaren 
Cu-Mengen minimal sind. Dab trotzdem der junge Organismus 
des Hiihnchens sich veranlabt sieht, auf diese Spuren zuriick- 
zugreifen, legt die besondere Affinitiit der Leberzelle zum Iupfer 
dar, der wohl auch eine physiologische Bedeutung zukommen 
dirfte. Ob diese Funktion im Sinne einer Foérderung der Hiamo- 
clobinbildung aufzufassen ist, ist kemeswegs geklirt. Wir kennen 
zwar Kupferverbindungen von Verwandten des Himoglobins, so 
z. Bb. die von Hans Fischer im Fall Petry gefundene Kupfer 
porphyrinverbindung, doch fehlt uns vorliéiufig jeder Anhalt, 
auch nur rein spekulative Ubergiinge zu dem eisenhaltigen Pyrrol- 
komplex des Hamatins zu konstruieren. Ebensogut denkbar ist 
eine andere Méglichkeit, naimlich die, da®B das Kupfer eine all- 
gemein das Zellwachstum stimulierende Wirkung entfaltet und 
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sich an den Orten anreichert, die in dieser Richtung besonders 
beansprucht sind. Die Reichhaltigkeit von Samen (Me Hargue§) 
und jungen Trieben (Maquenne und Demoussy’)) an Kupfer 
scheint hierauf hinzuweisen. Auch in den von Schiff mitgeteilten 
Zahien ist der Anstieg der Erythrocyten konstanter und iiber. 
zeugender als der des Hiimoglobins. 


Zusammenfassung. 


In einem geschlossenen Organismus, dem noch nicht aus- 
seschliipfien jungen Hihnehen, wurde die Kupferverteilung in 
Leber und Restkérper untersucht und dabei festgestellt, daB sich 
die Leber wiihrend der embryonalen [cntwicklung gegeniitber dem 
Gesamtorganismus in erheblichem Mabe mit Kupfer anreichert. 


Literatur. 
I. J. biol. Chem. S84, 115 (1929). — 2. J. biol. Chem. 84, 131 (1929). ' 

3. 3. biol. Chem. S4, 101 (1929). - 1. Klin. Wehschr. 46, 2144 (1930). 
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Zur Darstellung von Globin und Gliadin. 
Von 


N. Troensegaard. 


(Aus dem Privatlaboratorium vou Niels Troensegaard, Kopenhagen, Jacobys Allé, 


(Der Redaktion zugegangen am 13, Mai 1931.) 


Ber unseren Untersuchungen wber die Spaltprodukte acety- 
lierter Kiweibstoffe bendtigten wir groBbere Mengen von Globin 
und Gliadin. 

Darstellung von Globin. 


Die Darstellung nach den alteren Methoden!) stie{i ber Ver- 
wendung groBerer Blutmengen auf eimige Schwierigkeiten. Wir 
hatten deshalb schon friiher eme Abanderung dieser Methoden 
angegeben?), die wir in letzter Zeit in foleender Weise noch ver- 
besserten; auBerdem verfoleten wir im besonderen den Zweck, em 
entwissertes Globin zu erhalten. 


Das Blut wird sofort beim Schlachten des Pferdes in einem hohen Glas- 
stutzen aufgefangen, wobei es mit einem kraftigen Glasstab zwecks Defibri- 
nierung geriihrt wird. Das defibrinierte Blut (etwa 15 Liter) wird durch ein 
Haarsieb filtriert. [Es bleibt nun in einem hehen Glasstutzen 15 Stunden 
bei etwa 3° stehen. 

Das klare Serum wird abgehebert. Es kann zur Darstellung von Serum- 
vlobulin und Serumalbumin verwandt werden. Von dem Blutkdérperchenbrei 
wird mit einem, unten kurz umgebogenen Glasrohr der obere Teil (etwa *,.) 
vorsichtig abgehebert. Der zuriickbleibende Teil ist praktisch fast serumifrei. 
In ihm wurde der Trockenriickstand von uns bestimmt. Er betragt etwa 36°/). 

Ein Volumteil des Blutkérperchenbreis wird mit '/, Volumteil destil- 
liertem Wasser kraftig gertthrt. Nach !'/, Stunde wird die Hamoglobinlésung 
nochmals durch ein Haarsieh filtriert, dann unter starkem Riihren in das 
3fache Volumen Aceton eingetropft. Nach kurzer Zeit wird auf einem Buchner 
trichter abgesauget, der Riickstand wird 2ma! mit Aceton gewaschen. Es wird 
dann in Aceton aufgeschwemnit (etwa 2 Volumen Aceton auf 1 Volumen 
Blutkérperchenbrei; vgl. oben). Zu dieser Suspension wird nun unter kraftigem 


-_ 


1. FL N. Schulz, Diese Z. 24, 449 (1898); A. Gamgee u. A. Hill, 
Beitrage z. chem. Physiol. u. Pathol. 4, 1 (1904). 
*) Troensegaard u. Keudahl, Diese Z. 158, 106 (1926). 
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Ruhren eine mit Aceton') verdinnte waBrige Salzsiure gegeben, und zwa;j 
soviel, dab pro Liter des angewandten Blutkérperchenbreis 500 cem n/1-Salz- 
siure verwandt werden.*) Die Spaltung des Hamoglobins in Globin und 
Hiamatin ist nach kurzer Zeit erfolgt.?) Das Globin wird auf dem Biichner- 
trichter abgesauvt und mit etwas Aceton auf dem Trichter gewaschen. Es 
wird dann nochmals mit Aceton verriuhrt: nach cinigen Stunden wird wieder 
abgesaugt. Dieser ProzeB wird mehrmals wiederholt. bis das abgesaugte 
Aceton nahezu farblos ist. Das verwandte Aceton hatte eine Temperatu 
ven 25. 30° Dann wird der WaschprozeB noch einmal mit trockenem Ather 
vorvenommen, wodurch noch weitere Verunreinigungen entfernt werden. Das 
(clobin wird dann abgesaugt und mit absolutem Alkohol gewaschen. 

Man J&B! mehrere Tage mit einer reichlichen Menge absolutem Alkoho! 
stehen, saugt dann ab und laBt nochmals einige Tage mit absolutem Alkobo! 
stehen. Hiernach wird wiederum abgesauvt und nun bei schwacher Warme. 
die man dangsam auf 60° ansteigen laBt, im Vakuum getrocknet. 


Herstellung von Gliadin. 


In emer friheren Abhandlung wurde die Methode zur Her- 
stellung von Ghadin angegeben.4) Da die Methode seit dieser 
Ae verschiedene Verbesserungen erfahren hat, wird deshalb 
jetzt die verbesserte Herstellungsweise, wie sie in meinem Labo- 
ratorim in den letzten 6—7 Jahren angewandt wurde, angegeben. 


Nordamerikanisches Friihjahrsweizenmehl wird zu einem Teig geknetet : 
die Starke wird vom Kleber durch Kneten von kleineren Teigportionen in 
kaltem Wasser ausgewaschen. Zu der letzten Auswaschung wird destilliertes 
Wasser angewandt; dieses darf jedoch nicht von Anfang an angewandt werden. 
da Gliadin in gewohnlichem Wasser schwerer Jéslich ist als in destilliertem 
Das Wasser wird von dem Kleber so gut wie méglich mit den Hianden 
Der Wassergehalt: des nassen Klebers wird bestimmt (er enthalt 
Der Kleber wird hiernach durch eine kleine 


Wasser. 
abgepreBt, 
gewOhnlich etwa 65°, Wasser). 
Fleischhackmaschine, die mit einer durchlochten Scheibe versehen ist, wie sie 
in den Haushaltungen verwandt werden, gepreft, so da8 der Kleber als 2 mm 
dicker Faden ausgepreBt wird. Dieser wird so rasch wie még lich in 96°/,igen 
Athvlalkohol gebracht.. Es wird soviel Alkohol angewandt, daB dieser mit dei 
Wassermenge im Kleber einen etwa 58 gewichtsprozentigen Alkohol gibt. 

Is werden S— 10-Literflaschen benutzt. Der Kleber wird sofort aut- 
ceschiittelt, damit er nicht zusammenklumpt. Die Flaschen werden ein paar 
Tage bei 25- 35° stehen gelassen und werden oft geschiittelt. Die Loésune 
wird abgegossen und die Behandlung mit neuem 58° igen Alkohol 2 ma! 
wiederholt. (Hierzu wird ein Teil von dem regenerierten Alkohol der Aus 
frierung anvewandt.) Die Losungen bleiben in Elaschen einige Tage bei 8— 12° 
stehen, wober sich der Bodensatz (Starke mit einer iiberliegenden Schicht 


1) Hill u. Holden, Biechem. J. 21 625 (1927). 

“) Anson u. Mirsky, J. gen. Physiol. 13, 169 (1980). 

°) Das Wasser Aceton Salzsiuregemisch wird durch entsprechend: 
mit Aceton hergestellt. 


Verdimnung von konzentrierter waBriger NSalzsaure 
1) N. Troensegaard, Diese Z. 112, S86 (1920). 
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von unreinem Gliadin) sammelt. Bei welcher Temperatur die Flaschen stehen 
sollen, hangt von der Konzentration und von der Salzmenve in der rohen 
(:liadinlésung ab. und wird wabrend der Praiparation leicht einveguliert. Ist 
zu viel Proteinstoff ausgeschieden, so kann man die ausgefillte schleimive 
Masse in 58° gigem Alkohol auflésen und wieder zu kleineren Ausfillungen 
stehen lassen. Es ist von groBer Bedeutung, da®B die Ausfallung von Protein 
stoffen in reichlicher Menge erfolgt, da auber fremden Proteinstoffen auch ein 
Teil Salze ausfallt.4) Die klaren Lésungen werden durch vrobe Faltenfilter 
filtriert, welche haufig erneuert werden miissen, da dieselben schnell ver 
stopft werden. 

Die Ghadinlésungen werden hiernach bei etwa 15° in emaillierten 
Eimern ausgefroren oder, falls die Herstellung im Winter geschicht. werden 
die Flaschen bei starkem Frostwetter in die freie Luft gestellt. Wenn ein Um 
ruhren in den Gliadinlésungen erforderlich ist, diirfen nur dicke Classtabe 
benutzt werden und nicht Metallstabe, da das Gliadin sonst durch kleine ab 
verissene Metallteile verunreinigt wird. Das ausgefrorene Gliadin wird hier 
nach so lange mit Ather ausgeriithrt bis alles O] aufgelést, d. h. bis der Ather 
tarblos ist. 

Das Gliadin wird hiernach mit destilliertem Wasser bei etwa 30° ve- 
knetet (wozu die 30fache Menge Wasser angewandt wird). Nach Abkiihluny 
his ungefahr zum Gefrierpunkt wird das Wasser abgegossen und das Gliadin 
mit Alkohol (bei 25-—30°) aufgeritihrt bis ein klarer Sirup entsteht; hiernach 
wird es in 58°,igem Alkohol gelést und wieder durch Kaltebehandlung aus- 
vefroren. 

Der ausgetrorene Gliadinsirup wird hiernach mit starkem, 99°/,igem 
Athylalkohol in mehreren Portionen entwissert: allmahlich wird absoluter 
Alkohol angewandt und das Gliadin kraftig mit den Handen (unter Alkohol) 
zu einer granulierten Masse ausgeknetet. Diese Auswaschung mu in einem 
Tage geschehen. Man saugt den Alkoho! ab und J&Bt das granulierte Gliadin 
ein paar Tage mit absolutem Alkohol stehen. Dies wird einmal wiederholt. 
Der Alkohol nimmt dann kein Wasser mehr aus dem Gliadin auf. 

Hiernach wird das Gliadin im Vakuumexsiceator tiber Schwefelsiure 
vetrocknet. Wenn es noch ein wenig Alkohol enthalt, wird es in’ einem 
Porzellanmoérser pulverisiert. Man braucht 2 Mann zur Arbeit. Das Pistill 
wird mit einem Eisenrohr verlangert, so daB kraftig gearbeitet werden kann. 

Das Gliadin wird nun durch einen kleinen 4eckigen Rahmen, der mit 
Mihlenseidegaze Nr. 10 (43 Maschen je Zentimeter) bespannt und mit einem 
Pappkarton bedeckt ist, gesiebt. Nunmehr wird das Gliadin in einem Kolben 
im Vakuum bei langsam bis auf 100° steigender Temperatur nachgetrocknet ; 
selbst wenn es bis auf 115° getrocknet ist, ist es noch leicht léslich in 58° ,igem 
Alkohol, wenn das Gliadin erst in dem Alkohol suspendiert und das berechnete 
(Quantum Wasser nachher zugesetzt wird. Eine Denaturierung durch den 


1) Das ausgefallene Protein, das einen dicken Sirup darstellt, besteht 
zum weitaus gréBten Teil aus Gliadin. 

Aus diesem unreinen Gliadin JaBt sich durch Lésen in 58°, igem Alkoho! 
ind weiterer Behandlung ein Teil verhaltnismaBig reines Gliadin gewinnen ; 
jedoch ist eine Sonderbehandlung mit einer ©,1° gigen NaCl-Lésung zu 


empfehlen. 


(y)* 
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starken Alkohol oder durch die starke Erwarmung durfte also nicht. statt 
vefunden haben. 

Dieses Gliadin enthalt 0,08—0,05°, Asche: etwas davon 
ruhrt von abgerissenen Porzellanteilechen her. 

Giliadin ist im Wasser etwas lOslich, dagegen sehr schwe 
loslich in emer } Pe ) len wibrigen NaCl-Losung. 

Behandelt man em nach der angegebenen Methode — her- 
vestelltes Gliadin mit emer 0,1° ,igen wabrigen NaCl-Lésung bei 
$09, so kann man in dem abfiltrierten Wasser nach Kyeldat!| 
nur eme unbedeutende Menge Stickstoff nachweisen, wahrend 
nian TOmal so viel Stickstoff findet, wenn das Ghiadin in genau 
derselben Weise mit remem Wasser behandelt wird. Dies ist) em 
Zeichen dattir, dab die salzl6shehen Proteine des Glutens entfernt 
sind, was teils durch das Auswaschen des Glutens mit gewohn- 
lichem Wasser (das micht unwesentliche Mengen NaCl enthalt 
teils durch die weitere Behandlung beim Stehen der Alkohol- 
losung ber S 12° zur Ausscheidung des unreinen Proteins ve- 
sclieht. 

Verschiedene Ghadinpriiparate zeigten ei |%\p von 32,8 
bis + OF fiir geremigtes Gliadin.?!) 

Aus 100 ke Weizenmehl gewinnt man 2-—-2.5 ke troekene- 
(iliadin. 

l) Der |x},-Wert von Gliadin wurde in den letzten 35 Jahren von ver 
schiedenen Forschern zu 91 bis 92,3 bestimmt. Die hier angegebene: 
Werte stimmen besser mit denen von G. Haugaard und Arnold A. Johnso1 
(Mitteilungen aus dem Carlsberg-Laboratorium Bd. 18, Nr. 2, 1930), die [x], 


von Gliadin zu 94.3 bestimmten, iiberein. 














Spaltprodukte von hydrierten Proteinstoffen. 


Von 


. 


N. Troensegaard und H. G. Mygind. 


Aus dem Privatlaboratorium von Niels Troensegaard, Kopenhagen, Jacobys Allé.) 


1099 


Der Redaktion zugegangen am 13. Mai 1951. 


In emer fruheren Abhandlung wurde die Remdarstellung von 
? Basen beschrieben, die aus den iitherléshehen Basenfraktionen, 
die mnt C, bezeichnet sind, von hydriertem Ghadin und Ihkasem 
sewonnen wurden.!) 

Die Basen hatten die) Zusammensetzung C,,H,. 
CHiN. FE. Abderhalden und KE. Schwab?) haben friaher bet 
dex Hy drierung von Gelatine eme Base Cy HesNs dargestellt) und 


yy und 


dieselbe als em Piperazin angesprochen. Diese Base ist jedoch 
nicht identisch mit unserer C,,H,,N.- Base. deren Stickstoffatome 
vermutlich beide tertiaér gebunden sind, wogegen die aus Gelatine 
sewonnene Base nur ein tertidres Stickstoffatom enthalt. 

Ber unseren weiteren Untersuchungen der lraktionen des 
hvdnierten Acetvl-Kasein (aus denen die Basen C,,Hs.N, und 
CiyH.oN. gewonnen wurden) haben wir gefunden, dafi man aus der 
Fraktion, aus der man die Base C,,H..N, erhalt, auch eme Base 
von der Zusammensetzung CzH,,N, isolieren kann. In den ent- 
sprechenden C,,-Basen des Acetyl-Ghadins konnte diese Base 
nicht nachgewiesen werden, wahrend sie aus dem hydrierten 
\cetvlglobin und ebenso aus dem hydnierten Globin isoliert wurde. 
lm letzteren Fall wurde das Globin in’ wasserfreiem, methyl- 
alkoholischem Kali gelé6st, mit Essigester neutralisiert, emige Male 
nuit trockenem Amylalkohol?) abgedampft, in trockenem Amyl- 


1) N. Troensegaard u. H.G. Mygind, Diese Z. 198, 171 (1980). In 
dieser Abhandlung wurde auf S. 179 falschlicherweise angefiihrt, da} Globin 
bei der Hydrolvse kein Lysin gibt. Anstatt .,Globin’ muB es heiBen ,,Gliadin” 

-) KE. Abderhalden u. E. Schwab, Diese Z. 148, 245 (1925). 

3) Gliadin und Casein lassen sich auf diese Weise nicht in amylalkoho 
lische Lésung bringen. 











134 N. Troensegaard und H.G. Mygind, Spaltprodukte usw. 


alkohol hyvdriert und wie in der zuerst zitierten Abhandlunge an- 
veveben,  fraktioniert, Ber dieser letztgenannten Hvdrierung 
bildet sich zugleich ziemleh viel Tsoamvlamin, das ungefaihr 2° , 
vom Globimstickstott entspricht. 

Man stellt die Base am besten aus Acetyvikasein her: die Aus- 
heute ast jedoch etwas unregelmabig. In emigen Fallen erlnielt 
man die CoH) .Ny-Base nahezu rei, wenn man mit) Pikrimsiure 
eime Fillung der Base C,,HooN, erwartete. In den meisten Fillen 
fallt jedoch eime Mischung der Pikrate der beiden Basen aus. 
Die Ausbeute an der Base CH Ny kann 0,2—0,39 9 vom an- 
vewandten Acetyvikasem betragen. 

Die Basen lassen sich durch ihre Platinsalze trennen. Das 
von CH Ny ist in Wasser selir schwer loslich, wahrend das Platin- 
salz von C,,HyoN, darin sehr leicht loslich ist. 

Der Zersetzungspunkt des Goldsalzes liegt ber 240— 244°. 
Dieses wird auf dieselbe Art wie das entsprechende Salz der C,)-Dase 
hervestellt und ist schon krystallin. 


$956 me Substanz gaben 1,875 mg CO, und 1,08 mg H,O. 


12,495 my ” . 6,110 me Au. 
C,H,.N. (HAuCI,). fer. 10,39°/, C 2,24°/, H 48,809), Au 
Gef. 10,32 ,, 2,27 48,90 
Platinsalz: gelbe, viereckige Tafeln, die bei 290° weder ver- 


kohlen noeh schmelzen. 

6.415 me Substanz gaben 2,335 mg Pt. 

Berechnet fir C;H,.N. (H.PtCl,) 36,279, Pt. gefunden 36,40° 9. 

Das Hydrochlorid der Base ist) schwerldshch in absolutem 
\Ikohol und bemahe unléslich in Chloroform. F. 280°. Die Los- 
liehkeit des Pikrats ist dieselbe wie bei der C,,- Base. Das Pikrat 
briiunt sich bei etwa 230°, wird schwarz ber 245° und hat emen 
Zersetzungspunkt (unter Aufschiumen), der bei 260—270° liegt. 
Ber der Benzoylierung nach Schotten-Baumann erhalt man 
ein schones Benzoylderivat, das aus Alkohol-Wasser umkrystalli- 
siert, schéne rechtwinklige, beinahe quadratische Tafeln gibt, die 
scharf ber 225° (unkorr.) schmelzen. 

Berechnet fiir C;H,,N. (CgH;CO), 74,95°,, C, 7,20°/, H. M = 336. 

1.714 mg Substanz gaben 12,885 mg CO, und 2,92°/, H,O = 74,589 9C 
und 6,93° ) H. 

0,468 mg Substanz ~ 4,484 mg Kampher gaben A 13,5°: M = 309. 

Die Base enthalt nach van Slyke keinen Amninostickstott 
und aueh kein Methyvlimid. Sie muf liernach em Ringsysteim 
mit zwel sekundir gebundenen Stickstoffatomen enthalten. 

















Acetylcholin im Rinderblut. 
2. Mitteilung. 


Von 


C. Bischoff, W. Grab und J. Kapfhammer. 


Mit 17 Flguren im Text. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen und dem Pharmakologischen [Institut 
der Universitét Freiburg im Br.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. April 1931.) 


lm Anschluf{ an unsere erste Mitteilung!), daB Acetyvleholin 
in Rinderblut vorkommt, erlielten wir von verschiedenen Seiten 
Zuschriften, aus denen hervorgeht, dafi unser Befund grobes 
Interesse ausgelést hat. Unser Befund wurde teils bestdtigt 
tells nicht bestatigt. Wir denken dabei an den treffenden Satz, 
den vor kurzem C. Mez?) prigte: ,,Wir leben ja in der Zeit des 
Kritizismus, in der nicht der Entdecker, sondern erst der Be- 
stiitiger die Ernte einbrinet...“° Fur uns bedeutete er einen An- 
sporn zur weiteren Festigung unserer Beobachtungen. 

In der heutigen Verdffenthchung bringen wir insofern zu- 
nichst eme Erganzung zu unserer ersten Mitteilung, als wir das 
von uns damals aus Rinderblut dargestellte Acetvlcholingoldsalz 
auch noch fir die biologische Untersuchung am Froschherzen, 
am Meerschweinchen- und Kaninchendarm und an der Katze 
(Blutdruckversuch) verwendeten. Auch diese Versuche beweisen 
das, was uns damals schon die chemische Analyse sagte, dab wir 
nimlich das Goldsalz des Acetylcholin in Hinden haben. Wir 


*) Wir geben hiermit Herrn Kapfhammer in ausfihrlicherer Weise 
Gelegenheit, als das wohl sonst geschehen wiirde, seine Befunde bekannt zu 
geben. Da aber von verschiedenen Seiten experimentell begriindete Kin- 
winde gegen seine Arbeit erhoben worden sind und die Fragestellung, ob 
ein so wirksamer Stoff wirklich in erheblichen Mengen im Blut vorkommen 
kann, von groBer allgemeiner Bedeutung ist, glauben wir die Original. 
helege des Autors dafiir in weitem Umfange bringen zu_ sollen. 

Die Schriftleitung. 
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danken an dieser Stelle Herrn Janssen-Freiburg und Herrn 
Dale-London, die dieses gleiche Goldsalz ebenfalls im physio- 
logischen Versuch pruften; thre Befunde decken sich vollstindig 
mit unseren (vgl. Kurve 1— 4). 

Unsere weitere Aufgabe sahen wir dann darin, daB wir den 
chemuisch-analytisch gefihrten Nachweis fur das Vorkommen des 
\cetvicholin im Rinderblut) durch mehrfache biologische Ver- 
suche erharteten. tm AnschluB daran wollen wir den chemisch- 
analytischen Nachweis und den biologischen Nachweis neben- 
elnaunder fihren. Fur die chemische Beweisftihrung war es zweck- 
mabig, mindestens | Liter Blut zu verarbeiten. Wir haben des- 
halb von der gleichen Blutsorte emerseits 1 Liter zur chemischen 





Fig, 1. 


Froschherz: 


1. ACh. Standard 1: 50 Mill. 5. ACh. Goldsalz 1: 100 Mill. 
2, ACh. Goldsalz 1: 507 ,, 6. Atropin 1: 50 
3. ACh. Goldsalz 1: 100 ,, 7. A.Ch. Standard 1: 50 
$, ACh. Standard 1:100  ,, S. A.Ch. Goldsalz 1: 50 


und zur phlysiologischen Untersuchung verwendet, andererseits 
vetrennt davon noch eimige 100 cem bzw. 250 eem fiir die ver- 
schnedenen Bearbeitungen zur physiologischen Untersuchung. Nur 
ber diese letzteren Untersuchungen berichtet die vorlegende 
Mitteiune. 

Wir haben 32 versehiedene Sorten Rinderblut physiologisch 
untersucht; im 29 verschiedenen Blutsorten zeigte der physio- 
logische Befund der Blutfiltrate die Anwesenheit von <Acetyl- 
cholin an und nur in 3 Blutsorten war keine Acetvlcholinwirkung 
nachzuweisen. Wir fanden wechselnde Mengen an Acetylcholin. 
Worauf diese Versehiedenheiten beruhen, wissen wir nicht; bevor 
nicht eme genugende Anzahl vielseitiger experimentell gesicherter 


Befunde vorliegt, kénnen wir dariber nur gewisse Vermutungen 
hegen. Man kann an déuBere und innere Einfliisse denken (Klima, 


Krnahrung; nervose, inkretorische Wirkungen), die die Zusammen- 
setzung des Blutes und damit dann auch den Acetylcholingehalt 
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verdndern, und man mu 
an jene Einfliisse denken, 


> 10) Mill, 


denen das Blut bei seimer i q e ee 
Verarbeitung — ausgesetzt = a perieiee: 
wird. P = Saas = 
Dale und Dudley?) : . SESUE 
beobachteten z. B.. dab % : BAtnosxr 
das nach unseren Angaben 2 R$ SS 
von ihnen hergestellte el- : £ aahww 
welbtrere Blutfiltrat gegen # * Te abba what 
Lackmus alkalisch — re- : a: 
agierte ; 1m Gegensatz é - - 
dazu reagierten die von 2 os 
uns hergestellten Blut fil- = z = 
trate) miemals  alkalisch, §sseee22 
sondern Immer sauer:; das se 
DH lag zwischen 5.6 und q = av aD? 
5.S*) (Klima,  Ernah- . « = E5958 8 
rung ?). Auch Wrede und o BP UVEEEES 
weil?) berichten, da die 3 ee ~ 
hetreffenden Losungen _ z SOOOOO 
.meist noch ganz schwach ieee helen 
sauer’” waren. ,,fine alka- q ite eas 
lische Reaktion ist natiir- on 
ich der Erhaltung des P x 
\cetvleholin — ungiinstig”’ e = 
<chreiben Dale und Dud- { SA | 
lev; wir mochten hinzu- 5 = A= 2 m= 
tugen, daB dann in diesen r ; tt at eat rt ot 
Fallen auch die Bedingun- Peace 
“en fiir den Nachweis des “ 3 EEEL22 
\cetvlcholin — ungiinstig =a ers ssc 
-in iilissen. Von vorn- (RRQ 2 2 2 : 


— ee 


herein war also dann damit 
zurechnen, dab schon 
ilein dureh die alkalische 
Reaktion des Blutfiltrates 
ler Nachweis des Acetylcholin in Frage gestellt) werden konnte. 


I 


Is scheint uns also zweifelhaft, ob man in diesen Fijllen uberhaupt 





*) Das py wurde mit dem Mikroionometer (Lautenschlager) be 
lmmt. 


¢ 
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Meerschweinchendarm: 


. Standard 1: 100) Mill. 8. ACh. Goldsalz 1: 50 Mill. 

. Goldsalz 1: 100. ,, % ACh, Standard 1: 100 

. Goldsalz 1: 50. ,, lo. ACh. Goldsalz 1 : 100 

. Standard 1: 50 ,, ll. A.Ch. Standard 1: 100 
Gioldsalz 1: 50 ,, 12. Atropin I: 50 

. Goldsalz 1: 50) ,, 13. A.Ch. Goldsalz 1: 50 

. Standard 1: 50 ,, l4. A.Ch. Standard 1: 50 


[ | 


| 
jy 7 a ree | 
if hing i | a Elna ed ou ta 


{ 





“4 6 7 
Fig. 4. 


Kaninchendarm: 
Obere Reihe: Untere Reihe: 


Goldsalz 1:20 Mill. 1 A.Ch. Standard 1: 6 Mill. 

Standard 1:20. ,, 2. A.Ch. Goldsalz 1: 6 ,, ; 
Standard 1:10 ,, 3. A.Ch. Standard 1: 6 

Goldsalz 1:10. ,, 4. Atropin 1:10 

Goldsalz 1:10) ,, 5, A.Ch. Goldsalz 1:10 

Standard 1:10 ,, 6. A.Ch. Standard 1:10 

Goldsalz 1:10. ,, 7. A.Ch. Goldsalz 1:10. ,, \ 
Standard 1:10. ,, 

Standard 1: 6 | 
Goldsalz 1: 6 
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mit der Anwesenheit von Acetvicholin rechnen durfte. Dies gilt 
besonders fiir die Versuche 2 und 7, die Dale und Dudley 
schildern. 

Auf Grund unserer Befunde konnte es, wie Dale und Dudley 
meinen, moglich sem, dab Acetvicholin im = Blute unter Be- 
dingungen vorkommt, unter denen es wirkungslos oder geschiitzt 
sein kénnte. Wir méchten in bezug auf diese Vermutungen schon 
jetzt bemerken, dab uns gewisse Beobachtungen bei unseren noch 
nicht veréffentlichten chemisch-analytischen Untersuchungen sogar 
einen gewissen Hinweis dafiir, allerdings noch keinen Beweis 
vegeben haben. Its zeigte sich némlich, daB das im Blut physio- 
logisch gefundene Acetvlcholin auch stets chemisch zu bestimmen 
war, vorausgesetzt, da®B~ hinreichende Blutmengen  analysiert 
wurden; umgekehrt sahen wir aber zu unserer groBen Uber- 
raschung, dab das Acetylcholin auch dann mit) dem chemischen 
Verfahren im Blut gefunden werden konnte, wenn es pliysio- 
logisch nicht oder nicht mehr nachzuweisen war. Man konnte 
dureh diese Beobachtungen also wohl zu der bestechenden An- 
nahme verleitet werden, da das Acetylcholin im Blut in irgend- 
einer Form vorkommt, die nicht durch den biologischen Versuch 
fabbar ist. Solange die experimentelle Stiitze fiir diese Annahme 
noch nicht eindeutig erbracht ist, modchten wir diese Vermutung 
nur mit allem Vorbehalt aussprechen. 

Die wichtigen neuen Befunde von Dale und Gaddum?) 
heweisen, daB Acetylcholin bei der Tatigkeit bestimmter Nerven 
an deren Endfasern entsteht, und von da an die Muskelfaser ent- 
weder auf dem Blut- oder auf dem Lymphwege herangebracht 
werden mu, wo es erst seine Wirkung entfalten kann. Es spielt 
somit die Rolle eines Mittlers zwischen Reizorgan (Nerv) und 
Krfolgsorgan (Muskel). Andere Beobachtungen deuten darauf 
hin, daB das Acetyvlcholin nicht nur zu Nerven- und Muskel- 
system in Wechselwirkung steht, sondern auch zum Inkretsystem. 
Bei der chemischen Untersuchung des vendsen Blutes von 24 ver- 
schiedenen Miannern haben wir nur in 2 Fiillen Acetvleholin 
gefunden. Dagegen ist im vendsen Blut der menstruierenden 
Frau, wie es scheint, verhaltnismaBig viel Acetylcholin und auch 
regelmaéBig Acetylcholin enthalten; nach der Menstruation ist 
es nicht mehr zu finden. Diese in ihrer eigentlichen Bedeutung 
noch unklaren Befunde am Menschenblut werden von uns noch 
weiter ausgebaut. Auch sie sind ein Grund dafiir, daf{ wir uns 
zundichst nur mit der Untersuchung des Rinderblutes beschiftict 
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haben. Wir achteten jedoch schon bei diesen Untersuchungen 
tut Rinderblut darauf, ob der Acetvicholingehalt des Blutes zum 
Gescehlecht oder zur Kastration in Beziehung steht. Wir konnten 
bis jetzt noch keine derartige Beziehung erkennen. 

Von Herrn L6wi- Graz, dem wir fiir diese Anregung danken, 
wurden wir darauf aufmerksam gemacht, daB die Todesart eimen 
influ auf den Acetyicholingehalt des Blutes haben konnte: 
Lunch daraber kénnen wir nichts Bestimmtes aussagen, denn wir 
fanden Acetyleholin sowohl im Blut des gesehlagenen als auch 


les ceschichteten Rindes. 


Die Verarbeitung des Blutes fiir die physiologische Auswertung. 


Fur die ausschheBlich biologische Untersuchung wurden meist 
i LOO com: Frischblut verwendet: bereits im Schlachthof wurden sie 
sofort nach der Blutentnahme entweder in 100 cem 20° pige waBrics 
Vrichloressigsdure oder m= 100 ¢cem 5° ,pige wabrige Sulfosaliey!- 
siure oder mm 100 cem 5° yige wibrige Metaphosphorsiure em. 
sevossen. 15 Minuten spater kamen die Gemische in den Ikuhl- 
schrank be 1°, wo sie 2 Stunden lang verbheben. Dann wurde 
zentrifuciert : der Miederschiag wurde mit 50 eem der betreffenden. 
zum Enterwerben verwendeten SadurelOsung aufgeriihrt und noch- 
nals abgeschleudert: die aberstehende Losung wurde mit) de 
zuerst erhaltenen veremigt. Die die Trichloressigsiure enthaltend 
Losune wurde zur Entfernung der Trichloressigsiure 2mal mit 
je 200 com Ather ausgeschiittelt, der Ather wurde im = Scheide- 
trichter abgetrennt, der waBrige Anteil filtriert und im Vakuun 
eingeengt; diese Losung wurde unmittelbar vor der physiologische 
Praufunge mit festem Natriumbicarbonat gegen Lackmus neutral 
siert und dann nach weitgehender Verdiinnung mit isotonische: 
Ringerlosung am Herzen, am Darm oder im Blutdruckversuc! 
ausvewertet. Ber der Verwendung von Sulfosahevlsiure unc 
Vetaphosphorsiure wurde nach dem 2maligen Abschleudern di 
Losung filtriert, im Vakuum eingeengt und nochmals filtriert 
auch hier neutralisierten wir vor der physiologischen Priifung mi 
festem Natrimmbicarbonat. Die physiologische Auswertung zeigt 
uns, dab es cleiechgiltig war. ob man mit Trichloressigsiure, Sulfo 
sahievisiure oder mit) Metaphosphorsiure enteiweiBte, denn di 


jewells gefundenen Werte fiir Acetvicholin lagen innerhalb ¢: 
Fehlerbreite der biologisechen Auswertung (-+ 20°/,). Jedoch biet: 


die Verarbeitung des Blutes mit Metaphosphorsaure sichere Vo 

















Acetyicholin im Rinderblut. 141 


teile. Eimmal ist sie einfacher als die Aufarbeitung mit Triehlor- 
essigsiure, weil das Ausschiitteln mit Ather weefallt: und dann 
erhalt man dureh das einfache Mischen des Frisehblutes mit der 
5° igen waBrigen Metaphosphorsiure und dureh das daraut- 
foleende Zentrifugieren, Filtrieren und Eimengen eine Lésune, 
deren px zwischen 3,6 und 3.8 heet. Das fiir die Haltbarkeit des 
Acetylcholin giinstigste pa legt ber 3.9.8) EnteiweiBt man mit 


Trichloressigsiure oder mit) Sulfosalicvisiure, so legt, wie wir 
bestummten, das pu der Filtrate wesentlich ungiinstiger, nimlich 
ber 1,7—2,1 bzw. 2,5—2,8. 

Vorsichtshalber untersuchten wir auch, ob cholinhaltiges 
Blut — wir setzten dem Blut eme bestimmte Menge Cholin zu 
nach seimer Aufarbeitung mit Metaphosphorsiure eine acetyl- 
cholinahnliche Wirkung im biologischen Versuch zeigte: Dies war 
nicht der Fall (Versuch Nr. 638). Ahnliche Versuche mit Cholin- 
gusitzen und nachfoleender Verarbeitunge des Blutes mit ‘Tri- 
chloressigsaure oder mit Sulfosahevlsiure verliefen ebenso (Ver- 
such Nr. 61 u. 62). 


Erforderliche Bedingungen fiir die Verarbeitung des Blutes. 


AuBer den oben genannten Moglichkeiten, die den Acetyl- 
cholingehalt des Blutes beeinflussen konnen, bedarf sehleBlich 
noch ein besonders wichtiger Umstand der Beriicksichtigung: Es 
ist die grundsitzliche Frage nach der Qualitét und Quantitit der 
im Blut vorhandenen acetvlcholinspaltenden Esterase. Eine grofe 
Anzahl von Arbeiten hat sich mit dieser Blutesterase beschiaftiet.7 
Ks ist gezeigt worden, dafi das Acetvicholin durch diese Esterase 
sehr rasch verseift wird. 

Unsere Befunde machen es wahrscheinlich, daB dureh den 
her der Verarbeitung notwendigen Alkohol- und Sfiurezusatz zum 
Blut die Wirkung der acetyleholinspaltenden Blutesterase ein- 
veschrankt oder unterdriickt wird. Plattner’) hat die Einwirkune 
homologer Alkohole auf die acetylcholinzerst6rende Wirkung des 
Blutes systematisch untersucht. Fiir die Verseifung des AcetyI- 
cholin kommt bei unseren Untersuchungen aber auber dieser 
Blutesterase noch ein zweiter esterspaltender Stoff in Betracht, 
das ist die von uns zum EnteiweiBen verwendete Sfiure. Dale 
und Dudley (a. a. O.) haben die Wirkung der 5°/gigen wiaBrigen 
Trichloressigsiiure auf Acetyleholin untersucht und kommen zum 
SchluB, daB das Acetylcholin in 5° jiger Trichloressigsiiure un- 
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bestandig ist. Auch wir koénnen lierzua einen experimentellen 


Beitrag hefern. 


Die Bestandigkeit des Acetylcholin in 5- und 10” ,iger wafriger 
Trichloressigsaure. 


Wenn wir 100 7 Acetylcholin mit 40 cem emer 5°/,igen wil- 
rigen Trichloressigsiure 2 Stunden lang ber — 1° oder bei 1Qv 
stehen lieBen, so fanden wir 100°, des Acetyleholin im physio- 
logischen) Versuch wieder. Im Blutdruckversuch an der Katze 
saben noch 0,02 7 Acetvicholn eme  Blutdrucksenkung von 
SOamm He. [es war also gleichgiltig, ob die Temperatur -- 1" 
oder 19° betrug, wenn die acetylcholinhaltige Losung nur 
2 Stunden Jang gestanden hat. Zum gleichen Ergebnis kamen 
wir, wenn wir eine 10° sige Trichloressigsiure anwandten. Anders 
lagen aber die Krgebnisse, wenn wir 100 7” Acetyicholin mit 5° 9iger 
Trichloressigsiiure 19 Stunden Jang stehen leBen: Hatte die 
Losung bet 1° vestanden, so fanden wir zwar wieder 100°, des 
\cetvicholin, mcht aber wenn die Losung 19 Stunden lang bei 

19° cestanden hatte. In diesem Falle waren durch den physio- 
logischen Versuch nur noch 50°, Acetyleholin zu finden. Dale 
und Dudley haben in ihrem Versuch 6 1007 Acetyicholn 
19 Stunden Jang bet Zimmertemperatur mit 5°/siger Trichlor- 
essivsiiure stehen lassen; ber der Auswertung fanden sie nur noch 
109). Wir haben also unter ahnlichen Bedingungen fast das gleich 
Krgebmis erzielt: wir fanden 50°, Wirkungsverlust. Unsere 
ubrigen Versuche zeigen aber, daB unter anders gewihlten Be 
trichloressigsiurehaltige Acetylcholinlésung — be- 


dingungen — die 
nach 2stiindigem Stehen ber + 1° und bet 


stiindig ist, so z. B. 
199) ferner nach 19stindigem Stehen bei 4+ 1°. Diese Tatsachi 
konnte manches erkliren: Dale und Dudley haben die trichlor- 
essigsiiurehaltigen Blutfiltrate oft 15—19 Stunden lang bei Zimmer- 
temperatur aufbewahrt. Unsere zur physiologischen Prifung ver- 
wendeten Blutfiltrate standen jedoch nur 2 Stunden lang und dan» 
be 1° und memals ber Zimmertemperatur. 

Wrede und Keil haben 50mg Acetylcholinchlorid = mit 
10° ,iger Trichloressigsdure aufbewahrt und keinen Verlust an 
Acetvleholin feststellen kénnen. Dale und Dudley halten da- 
Auswertunesverfahren von Wrede und Keil fiir erheblich weniger 
empfindlich als ihr eigenes. Wir méchten dazu micht Stellun- 
nehmen, da bei Wrede und Ixeil die Angabe fehlt, bei welche: 


Temperatur die Losung aufbewahrt wurde. 
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Wenn es erlaubt ist, diese Ergebnisse auf solche Versuche zu 


ibertragen, in denen Acetyleholn dem Blut oder dem = eiweib- 
freen Blutfiltrat zugesetzt wurde, so erhebt sich die Frage: 


Bleibt Acetylcholin durch unser Reinigungsverfahren mit Trichloressig- 
saure bestandig oder wird es dadurch zerstort? 

“Aunachst vier emfache Versuche (Nr. 46-49): 

Auf dem Schlachthof wurde 1 Liter’ Frischblut mit) 1,6 ¢ 
wasserfrerer Oxalsiure (in wenig Wasser gelOst) versetzt; 15 Mi- 
huten spater werden im Institut je 250 com dieses ,,Oxalat blutes’**) 
in je 1000 cem Alkohol gegossen; 1 Stunde spiter wurde ab- 
seprebt, das auf 25 ccm emgeengte Filtrat wurde mit dem gleichen 
Volumen 20° giger Trichloressigsdure versetzt. Probe 1 steht dann 
noch 2 Stunden ber -— 18, Probe 2. steht 2 Stunden ber +- 20°, 
Probe 3 steht 12 Stunden ber 4+- 1° und Probe 4 12 Stunden bet 

20°, Ergebnis der physiologischen Priifung: Sowohl in Probe tf 
ils auch in Probe 2 fanden wir 3—4 me Acetvleholin je 1 Liter 
Blut. in Probe 38 und 4 dagegen nichts mehr. Also wieder der 
KinfluB der Zeit auf die esterverseifende Wirkung der Trichlor- 
essigsiure! Ber emem Vergleich mit den Versuchen an remer 
\cetylcholin-Trichloressigsiurelésung fallt auf, dali diese reine 
Losune ber 1° noch 19 Stunden haltbar war, wahrend das unter- 
<uchte Blutfiltrat. unter den gleichen Bedingungen aufbewahrt, 
kein physiologisch nachweisbares Acetylcholin mehr enthielt. 

An dieser Stelle darf auf die Blutprobe hingewiesen werden, 
die wir an Herrn Dale nach London sandten und fir deren Unter- 
suchung wir nochmals danken mochten. Wir hatten lner in Frei- 
burg 15 mg Acetylcholin je 1 Liter Blut gefunden (Versuch Nr. 36). 
Das eiweiBfreie Filtrat war trotz Flugsendung erst nach 2 Tagen 
an Herrn Dale gelanet. Die Auswertung in London ergab nur 
noch emen Gehalt von 1,5 mg Acetylcholin je 1 Liter Blut. Wir 
tuhren diesen Verlust auf die 2tigige Wirkune der verseifenden 
Trichloressigsiure zuruck. Wir sehen aber in dem Befund des 
Herrn Dale gleichzeitig eine Bestitigung dafiir, dai das von uns 
untersuchte Rinderblut tatsiichlich Acetvicholin enthielt. Auch 
Herr Kollege Fromherz-Basel hat in dankenswerter Weise 
‘inige unserer eiweiBfreien Blutfiltrate untersucht: er bestitigte, 


*) Das ,,Oxalatblut’’ der folgenden Versuche enthielt die gleiche Menge 
(oxalsaure. 
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die von uns erhobenen Befunde und fand die cleichen Menge: 
wie wir (Versuche 15, 42, 50). 

In jenen Versyehen, wo vor der physiologischen Untersuchune 
Acetvlcholinzusatz* gemacht wurden, sind zwei verschieden: 
(mstande streng zu trennen: Einmal kann man dem Frischblu: 
eine bestimmte Menge Acetylecholin zusetzen und sie nach der 
weiteren Verarbeitung im physiologischen Versuch wiederzufinde 
versuchen, oder man kann erst dem schon enteiweiBbten Blut 
filtrat das Acetyvicholin zusetzen und diese Lésung physiologisc! 
aut Acetylcholin prufen. . 

Zur ersten Moghlchkeit: Zusatz des Acetyleholin = zu 
Frischblut. Wrede und Keil behaupten, daB& die Wirkung de- 
dem Blut zugesetzten Acetvicholin verloren ginge, wenn das Blut 
nach unserem im der ersten Mitteilung angegebenen Verfahren 
verarbeitet wird. Wir finden bei Wrede und Keil keine Angaben 
dartber, unter welchen Temperatur- und Zeitverhiltmissen di 
Losungen aufbewahrt wurden, bevor sie physiologisch gepriift 
wurden. Die in unserer ersten Mitteilung enthaltenen Angaben 
beziehen sich ja nur auf die chemisch-analytische Verarbeitune 
dieses Blutes mit Remeckesiiure, ein Verfahren, das Wrede und 
Keil meht nachpriften. Wir haben uns bei der damaligen Mit 
tellung bewubt nur auf den chemischen Nachweis des Acetv!- 
cholin beschrankt, da wir damit rechneten, daB fiir die Acety!- 
cholinbestimmung im physiologischen Versuch bestimmte Ver- 





— 


suchsbedingungen eingehalten werden miuBten. Die Richtigkei 
unserer Uberlegung hat sich, wie unsere heutige Mitteilung beweist 





bestatiet. i 
Dale und Dudley arbeiteten mit 10 ¢em Frischblut, den 
sie eime wibrige Acetvicholinldsung zusetzten; sie fanden dam 
ber der plysiologischen Untersuchung nach dem Enterweiben mut 
Trichloressigsiure nur noch 1,5 des zugesetzten Acetyleholin 
(Versuch 4b an Pferdeblut).. Wir mochten Ierzu wieder de} 
. 


bereits oben begriindeten) Einwand machen, daB die trichlor- 
essigsiiurehaltige Losung 17 Stunden bei Zimmertemperatur ge- 
standen hat; es ist also die Méglichkeit nicht ganz auszuschlieBen., 
dab das Acetyleholin durch das 17stiindige Stehen mit Trichlor 
essigsiure zum ‘Teil verseift worden ist. Médglicherweise habe 
sich also die Wirkungen verschiedener Vorginge addiert: zuer-' 
die rasche Wirkung der Esterase beim Zusammengeben des Blut: 
mit der Acetylecholinlésung und spiater die langsame verseifend: 
Wirkung der Trichloressigsiure im Verlaufe der 17stindige! 
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Aufbewahrung bei Zimmertemperatur. In ungiinstigen Fallen 
kommt noch ein 38. Umstand dazu, der die physiologische Unter- 
suchung beeintrachtigen muB, das ist die alkalische Reaktion des 
Blutfiltrates (vel. oben). 

Unsere eigenen Versuche bestitigen, dal, ein Teil des dem 
Frischblut zugesetzten Acetvlcholin zerstért werden kann; sie 
zeigen aber auch, daB es Faille gibt, in denen das dem Blut zu- 
zesetzte Acetylcholin vollstandig erhalten blieb. 

Im Versuch 56 haben wir zu 1 Liter Oxalatblut 12.5 me 
Avetyleholin zugesetzt; 1), Minute spiter wurde es mit Alkohol 
cefallt, nach 11/, Stunden filtriert und abgepreBt. Nach dem Ein- 
engen des lackmussauren Filtrates auf 100 cem wurden diese mit 
dem gleichen Volumen 20° jiger Trichloressigsiure gefillt. In 
diesem Zustand stand die Lésung 2 Stunden bei -+ 1°; ber der 
physiologischen Priifung fanden wir nur noch 40°/, der zugegebenen 
‘Acetylcholinmenge; also ebenfalls ein bedeutender Verlust, jedoch 
nicht so groB, wie ihn Dale und Dudley fanden; vielleicht ist 
unser hoherer Wert dem Umstand zuzuschreiben, da’ die Losung 
nur 2 Stunden mit Trichloressigsiure und zwar bei — 1° auf- 
hewahrt wurde. 

In den Versuchen 52—55 setzten wir 25 baw. 15 mg Acetyl- 
cholin dem QOxalatblut zu; in diesen Fallen fanden wir bei der 
Prifung am Herzen und Blutdruck die gesamte Menge des zu- 
vesetzten Acetylcholin wieder. Die Frage, ob hier eime wirksame 
Esterase 1m Blute fehlte, oder ob andere Griinde vorliegen, kOnnen 
wir nicht entscheiden. Jedenfalls zeigen die Versuche, dab sowohl 
her Verwendung von Trichloressigsiiure als auch von Metaphospnor- 
siiure das gesamte dem Blut zugesetzte Acetyleholin nach der 
\ufarbeitung wiedergefunden werden kann. 

Zur zweiten Moéglichkeit: Zusatz des Acetylcholin zum 
elwelBarmen oder eiweiBfreien Blutfiltrat. Um festzustellen, ob 
ber der Fallung des Blutes mit Alkohol betriachtliche Mengen 
Acetylcholin im Niederschlag haften bleiben, haben wir dem zur 
Fallung benutzten Alkohol 20 mg Acetylcholin zugesetzt (Ver- 
such 51). Das Blut-Alkoholgemisch wurde dann wie tblich aut- 
vearbeitet. Die physiologische Priifung am Blutdruck zeigte uns, 
daB wir nichts von der zugesetzten Menge Acetyleholin verloren 
hatten. In weiteren Versuchen untersuchten wir nochmals dic 
Bestandigkeit des Acetyleholin gegen die zur Fillung benutzte 
Trichloressigsiure in Abhingigkeit von Temperatur und Zeit 
(Versuch 57—60). 4 Proben von je 250 cem Oxalatblut) wurden 
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mit je 1000 cem Alkohol gefallt und nach 2 Stunden abgeprebt ; | 
die lackimussauren Filtrate wurden im Vakuum auf je 25 cem ein- 
geengt. Die 4 Filtrate wurden dann mit je 2,5 mg Acetyleholin 
und 25 cem 20° jiger Trichloressigsiure versetzt. Probe 1 stand 
2 Stunden bei -+ 1°, Probe 2 stand 2 Stunden bei + 19°, Probe 3 
stand 12 Stunden bei + 1° und Probe 4 stand 12 Stunden bei + 19°. 
Ber der physiologischen Prifung am Blutdruck fanden wir in 
Probe 1 und 2 100°, des zugesetzten Acetyleholin wieder, in 
Probe 3 nur 50°/, und in Probe 4 nur noch 83°. Es geht darans 
wohl emwandfrei hervor, daB hier bei 2stiindigem Stehen in 
10° piger” trichloressigsaurer Losung weder bei -+ 19, noch— bei 

19° Acetyleholin zerstort wird, daBb aber schon nach 12stiin- 
digem Stehen ber + 1° ein betrachtlicher Teil des Acetylcholin 
(50% 5) und nach 2stindigem Stehen bei 19° noch mehr (66° , 


verseift wird (Versueh Nr. 59 und 60). 





Die Notwendigkeit der vollstandigen EnteiweiBung. 
Mehrfach haben wir beobachtet, da® das Filtrat des Blut 
Alkoholgemisches nur eine schwache acetylcholinéhnlche Wirkune 





auf das Froschherz ausiibte, die durch Atropin nicht zu unter- 
drucken war. Sobald wir aber das mit Alkohol vorbehandelt: 
Blut nachtriglch mit Trichloressigsiure enteiweiBten und wie Fl 


ublich weiter verarbeitet hatten, war die vorher schwache physio- 
logische Wirksamkeit eine viel gréBere geworden, durch Atropini- 
sieren lie® sie sich vollstandig zum Versechwinden bringen. Woher 
die gesteigerte und verinderte Wirksamkeit der Filtrate nach der 
Faillung mit Trichloressigsiiture kommt, kénnen wir vorlaufig nicht 
sagen. Wir denken an eine Abhaingigkeit der Acetylcholinwirkung 
vom EiweiBgehalt der alkoholischen Blutfiltrate. Zu dieser [r- 
klirung wurden auch zwanglos die Befunde der Versuche 3a—c 
von Dale und Dudley passen; in ihrem Versuch 8a, wo 10 cem 
Blut mit 40 cem 5°/jiger Trichloressigsiure 1 Stunde lang ge- 
standen hatten, beschreiben sie eine physiologische Wirkung, di 
ganz anders ist als die des Acetyleholin. Sie fiihren diese Wirkung 
auf eine unvollstindige-EnteiweiBung des Blutfiltrates zuriick. 


Ergebnisse: 
Insgesamt haben wir 63 Proben Blut, die von 32 verschiedenen 
Rindern stammten, physiologisch untersucht. 38 Untersuchunge! 
wurden an 100 bzw. 250 und 500 cem Blut und 25 an 1000 cen 


Blut vorgenommen. In 9 Versuchen war dem Blut oder den 
eiweiBfreien Filtrat Acetyleholin und in 3 Versuchen Cholin zu 
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sesetzt worden. Wir fanden im Liter Rinderblut in neun ver- 
<chiedenen Blutsorten (also von neun versehiedenen  ‘Tieren 
stammend) 20—55 mg Acetyleholin, in zehn verschiedenen Blut- 
sorten 5—20 mg, in 9 Blutsorten weniger als 5 mg Acetylcholin 
und in 3 Fallen wberhaupt keine acetylcholinailinliche Wirksamkeit 
der Blutfiltrate. 

Wir haben 46mal mit Trichloressigsiiure, 6mal mit Sulfo- 
salievlsiure und 11mal mit Metaphosphorsaure enteiweibt. 46 Ver- 
suche wurden am Froschherzen ausgefiihrt, 2 am Meersehweinchen- 
und 7 am Kaninchendarm, 27 im Blutdruckversuch an der Katze. 
In 6 Versuchen wurden die Filtrate der gleichen Blutsorte sowohl 
am Froschherzen wie am Darm, als auch im Blutdruekversuch 
vepriift, in 4 Versuchen die Filtrate gleicher Blutsorten am Herzen 
und am Blutdruck und in einem Versuch am Herzen und am Darm;: 
35 Versuche wurden nur am Herzen ausgefiihrt, 17 nur am Blut- 
druck. Der Nachweis des Acetylcholin galt nur dann als gesichert, 
wenn die entsprechenden Ausschlige an der beruBten Tromme! 
nach Atropinisieren der Testobjekte zum Versechwinden gebracht 
werden konnten. 

Zusammenfassung. 

1. In unseren vorliegenden biologischen Versuchen sehen wir 
eine Bestatigung unserer friheren chemischen Untersuchung 
1. Mitteilung). Hier wie dort fanden wir, und zwar auf volhg 
verschiedenen Wegen, dai das von uns untersuchte Rinderblut 
Acetylcholin enthalt. 

2. Die mehrfachen biologischen Untersuchungen an 82. ver- 
<chiedenen Sorten Rinderblut zeigten, daB in 29 Blutsorten 
wechselnde Mengen Acetylcholin enthalten waren. Worauf die 
Schwankungen des Acetylcholingehaltes beruhen kénnen, wurde 
erortert. | 

3. Fur den erfolgreichen biologischen Nachweis des Acetyl- 
cholin im Rinderblut ist Voraussetzung, 

a) daB das Filtrat des Blut—Alkoholgemisches nach dem [in- 
engen im Vakuum nicht alkalisch reagiert, 

b) daB nach dem Enteiweiben die Losung nicht allzulange 
und nur bei niedriger Temperatur aufbewahrt wird. 

4. Das zur physiologischen Priifung verwendete Blutfiltrat 
kann auf drei verschiedene Arten enteiweiBt werden: 

a) mit Trichloressigsiure, 

b) mit Sulfosalicylsdure, 


c) mit Metaphosphorsiure. 
10* 
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Dem letzten Verfahren geben wir den Vorzug. 

5. Der Nachweis, da Acetylcholin sowohl chemisch als auch 
biologisch in der gleichen Blutsorte gefunden werden kann, 
wird in kirzester Zeit in einer 3. Mitteilung gegeben werden. Zu 
der vorliegenden Mitteilung sehen wir uns schon jetzt veranlaBt. 
well Wrede und Keil sowie Dale und Dudley bereits zu unserer 
1. Mittellung Stellung genommen haben. Nach den Angaben 
dieser Forscher enthélt das von ihnen untersuchte Rinder- und 
Pferdeblut' kein Acetylcholin. Auch wir haben bei der physio- 
logischen Untersuchung in 3 Fallen das Acetylcholin im Rinder- 
blut vermibt, in der Mehrzahl (29 Blutsorten) haben wir es jedoch 
gefunden. Freilich sind durch unsere vorliegenden Versuche die 
Verschiedenheiten jener und unserer Ergebnisse noch nicht erklart. 
Dale und Dudley haben das Verdienst, das Acetylcholin erst- 
malig aus der Milz des Pferdes und des Rindes gewonnen zu haben. 
Wir haben es, wie wir demnichst ver6dffenthchen werden, mit 
unserem neuen Verfahren mit Hilfe der Reineckesiure auch in 
anderen Organen gefunden. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft und der 
Freiburger Wissenschaftlichen Gesellschaft sind wir fiir die bereit- 
willig gewaihrte Unterstiitzung zu gréBtem Dank verpflichtet. 


Versuchsteil. 

Zur Auswertung der Blutextrakte (E.) diente als Vergleichslésung eine 
Losung von Acetylcholinjodid (Hoffmann La Roche, Basel), die, auf 
Acetylcholinchlorid umgerechnet, in 1 eem 0,5 mg Acetylcholinchlorid ent- 
hielt. Geringer Zusatz von Milchsaure diente der Haltbarkeit. Aus dieser 
Ursprungsl6sung wurden dann bei der Auswertung durch weiteres Verdiinnen 
mit isotonischen Lésungen die jeweils nétigen Acetylcholinchloridkonzen- 
trationen hergestellt (Acetylecholin Standardlésung). 

Die durch die chemische Aufarbeitung des Blutes entstandenen Ex- 
trakte (K.) (Alkoholfiltrat, Trichloressigsaurefiltrat, Sulfosalicylsaurefiltrat, 
Metaphosphorsaurefiltrat) wurden nach der Neutralisation mit Natrium- 
bicarbonat mit isotonischer Ringerlésung bzw. Tyrodelésung verdiinnt. Die 
durch die hohe Verdiinnung der Extrakte entstandene geringe Konzentration 
der Reste der Natriumsalze der zum Enteiweiben des Blutes verwandten 
Sauren wurde im Blindversuch am biologischen Testobjekt gepriift und stets 
als vollig wirkungslos befunden. Geringere Verdiinnungen der Blutextrakte 
als 1: 100 wurden am Froschherz und Darm, geringere als 1: 20 im Blutdruck- 
versuch nicht zur Auswertung benutzt. 

Zur <Atropinisierung der isolierten iiberlebenden  biologischen ‘Test- 
objekte (Froschherz, Diinndarm) wurden entsprechend den Angaben Fiihners’) 
0,5 bzw. Lecm einer Lésung von Atropinsulfat 1:1 Million in isotonischer 
Losung verwandt. Zur Atropinisierung im Katzenversuch erhielt das Tier 
! mg Atropinsulfat intravenés in isotonischer Lésung. 
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Zur Auswertung der Blutextrakte (E.) in Vergleich mit der oben be- 


schriebenen Acetylcholinstandardlésung wurden als biologische Testobjekte 


verwandt: 

I. Das isolierte Froschherz nach der Angabe Fiihners®) bzw. Reid- 
H unts.?®) 

2. Der isolierte Meerschweinchen- oder Kaninchendarm nach der An- 
vabe von Guggenheim und Léffler.!) 

3. Der Blutdruck der narkotisierten Katze nach den Angaben von 
Reid-Hunt.?") 

Ad 1. Zur Auswertung wurden in den Wintermonaten die nach der 
Methode Straubs isolierten Herzen von Rana esculenta benutzt. Der Inhalt 
der Froschherzkaniile nach Fiihner betrug stets 0.5 com, das Volumen der 
auszuwertenden Lésungen betrug ebenfalls stets 0,5 cem. Die durchschnitt- 
liche Empfindlichkeit der Herzen betrug in der Regel 0,02— 0,002 7 AcetyI- 
cholin. Sie blieb wahrend der Auswertung, die nach Fiihners Angaben 
unter Beriicksichtigung der Vorschlige von Heesch!?) durchgefiihrt wurde, 
nahezu gleich. Kontrollen mit 0,5 cem Froschringerlésung lieben das Herz 
stets unbeeinfluBt. In manchen Versuchen konnte die Genauigkeit der bio- 
logischen Auswertung am Froschherz zu 10°, bestimmt werden in Uber- 
einstimmung mit Heesch. 

Ad 2. Zur Auswertung am isolierten Darm von Meerschweinchen und 
Kaninchen wurde nach den Angaben Magnus’s ein Stiick Diinndarm in 
einem Bad von 10 cem Tyrodelésung bei 38°C benutzt (Anordnung von 
Trendelenburg). Das Volumen der eingespritzten Acetylcholinstandard- 
losung und Blutextrakte (E.) betrug stets I cem. Die Empfindlichkeit des 
isolierten Darmstiickes war in der Regel 0,2-—0,02 7 Acetylcholin. Sie blieb 
waihrend des Versuches leidlich unveraindert. Kontrollen mit 1 cem yrode- 
losung lieBen den Darm unbeeinfluBt. Die Genauigkeit des Verfahrens wurde 
nicht geprift. 

Ad 3. Zur Auswertung im Blutdruckversuch wurden Katzen im Gewicht 
von 2—3 kg verwandt. Die Tiere erhielten in leichter Athernarkose durch 
eine in die Vena saphena eingefiihrte Kaniile 0,07 g Chloralose pro kg Tier 
langsam eingespritzt. Der Blutdruck des Tieres wurde in der Arteria femoralis 
des anderen Beines mittels Quecksilbermanometers registriert. Er blieb 
wahrend der ganzen Dauer des Versuches auf gleicher H6he und wurde durch 
Kontrolleinspritzungen von Ringerlésung nicht beeinfluBt. Die linspritzung 
der auszuwertenden Loésungen der Blutextrakte und Acetylcholinstandard- 
losung erfolgte durch die in die Vena saphena eingebundene Venenkanule, 
die Menge der eingespritzten Lésungen betrug stets I cem, zum Nachspilen 
wurde I] cem physiologischer Kochsalzl6sung verwandt. Die Einspritzungen 
wurden stets sehr vorsichtig und mit stets gleichbleibender Geschwindigkeit 
vorgenommen. Die Empfindlichkeit des Blutdrucks betrug in der Regel 
0.1—0,01 » Acetylcholin. Sie blieb wahrend des Versuchs vollig gleich. Die 
Genauigkeit der Auswertung am Blutdruck wurde zu + 15°), bestimmt. 

Zur Auswertung wurden nur solche Versuchsreihen verwandt, in denen 
die Testobjekte wahrend der Dauer der Auswertung gleichmaBige KEmpfind- 
lichkeit zeigten. Die Ergebnisse der Auswertung wurden nur dann verwandt, 
wenn die Wirkung der Blutextrakte ebenso wie die der Aeetvlcholinstandard- 
ldsung an allen Testobjekten durch Atropinisierung vollkommen unterdriickt 
werden konnten. 
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Auswertung des aus Rinderblut gewonnenen Goldsalzes (vygl. 
Figg. 1—4). 

26.7 me Goldsalz wurden mit metallischem Silber in waBriger Lésung 
veschuttelt. Nach dem Filtrieren wurde die farblose Lésung mit Wasser aut 
10 ceom verdinnt (Verdinnung 1: 10000 Acetylcholinchlorid). 

Auswertung am Froschherz, am Blutdruck der Katze, am Meerschwein- 
chen- und Kaninchendarm ergaben vollkommene Ubereinstimmung zwischen 
der Standardlésung und der aus dem Goldsalz dargestellten Acetylcholin- 
chloridlésung. 

finderblut I. 

Versuch |.) 100 cem Blut mit Trichloressigsaure enteiweiBt 1,0 com 
i 10,0 com Blut. 

Auswertunyg am: 

a) Froschherz (Fig. 5). 

QO.) com Extrakt wurde mit Frosch-Ringer auf 100 cem verdiinnt (Ver- 
diinnung 1: 1000). Es entsprechen: Acetylcholinchlorid (A.Ch.) 1 : 20 Millionen 
und EK. 1; 5000; d.h. 0.05 A.Ch. sind enthalten in 0,002 cem Blut oder 
25 mg A.Ch. in LOOO cem Blut. 

b) Blutdruck (Fig. 6). 

O,k com KE. wurde auf 300 cem verdiinnt (Verdiinnung 1: 3000) und 
davon 1,0 ccm eingespritzt. Es entsprechen: A.Ch. 1:10 Millionen und 
Kk. 1: 8000; d. h. OL y A.Ch. sind enthalten in 0,0033 cem Blut oder 30 mg 
A.Ch. in 1000 cem Blut. 

¢) Meerschweinchendarm (Fig. 8). 

Ks entsprechen A.Ch. 1:10 Millionen und E. 1: 3000; d. h. 0,1 sind 
enthalten in 0.0033 cem Blut oder 30 mg A.Ch. in 1000 cem Blut. 

d) Kaninchendarm (Fig. 7). 

Ks entsprechen A.Ch. 1:10 Millionen und EF. 1: 3000; d. h. 0,1 y A.Ch. 
sind enthalten in 0.0083 cem Blut oder 30 mg A.Ch. in 1000 cem Blut. 

Die biologische Wirkung verschwindet in allen drei Versuchen durch 
Atropin. 

Versuch 2. 100cem Blut mit Sulfosalicylsiure enteiweiBt 1,0 ccm 
KK. 10,0 com Blut. 

Auswertung am: 

a) Froschherz (Fig. 5). 

Ks entsprechen A.Ch. 1: 200 Millionen und 1: 60000; d. h. 0,005 y A.Ch. 
sind enthalten in 0.000166 cem Blut oder 30 mg A.Ch. in 1000 ccm Blut. 

b) Blutdruck. 

Es entsprechen A.Ch. 1:10 Millionen und E. 1: 3000; d. h. 0,1 7 A.Ch. 
sind enthalten in 0.0033 cem Blut oder 30 mg A.Ch. in 1000 ccm Blut. 

c) Meerschweinchendarm (Fig. 8). 

Es entsprechen A.Ch. 1:10 Millionen und E. 1: 3000; d. h. 0,1 y A.Ch 
sind enthalten in 0.0033 cem Blut oder 30 mg A.Ch. in 1000 cem Blut. 

d) Kaninchendarm (Fig. 7). 

Es entsprechen A.Ch. 1:10 Millionen und E. 1: 3000; d. h. 0,1 y A.Ch. 
sind enthalten in 0.0033 cem Blut oder 30 mg A.Ch. in 1000 cem Blut. 

Die biologische Wirkung verschwand in allen drei Versuchen durch 


Atropin. 
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Blutdruckversuch an 





. Standard 
. Standard 


Kaninchendarm. 
. Standard 1: 
ae Fee Lee 


. Standard 1:20 Mill. 


(,. Bischoff, W. 


(;rab und 


der Katze, 2350 ¢, 
Blutextrakt I. 1. 


J. Kapfhammer, 


160 my 





Chloralose 





intravenos. 


Auswertung von 
1: 14.3 Mill. 5. is. 3. 4x 1: 3000 
1:10 Mall. 6. A.Ch. Standard 1:10 Mill. 
1: POOO (ra oe he ® 1: 3000 
1: 4000 S. A.Ch. Standard I: 10 Mill. 

Fig. 7. 
\uswertung von Rinderblutextrakt von J. 1.. I. 2. 
1: 3000 


Meerschweinchendarm. 
ACh. 


Standard 


A.Ch. Standard 


lO Mill. 
3000 


Auswertung 
1: 10 Mill. 


- 1000 


1: 10 Mill, 


Von 


< eh . 
». | kK. 1.2? 
e . 4e 4e . me 


6. A.Ch. Standard 





lo. A.Ch. Standard 1: 


il. BE. 1. 2. 


1:10 Mill. 


Rinderblutextrakt I. 1. und 
1: 3000 
10 Mill. 
L: 3000 
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{inderblut Il (2jahrige Kuh). 

Versuch 3. 100 com Blut mit Trichloressigsaure enteiweiBt. 1.0 com FE. 
5 ecm Blut. 

Auswertung am Froschherz. 

Es entsprechen A.Ch. 1: 10 Millionen und E. 1: 1000; deh. OQ.) 3) ALCh. 


sind enthalten in 0.005 cem Blut oder 20 me A.Ch. in LOOO cem Blut. 


Versuch 4. 100 ccm Blut mit Sulfosalicylsiure enteiweiBt. 1.0 com FP. 
5.0 cem Blut. 
Auswertung am Froschherz. 


Es entsprechen A.Ch. 1:30 Millionen und EF. 1: 8000; d. h. 0,083 9° A.Ch. 
sind enthalten in 0.00166 ccm Blut oder 20 mg A.Ch. in 1000 com Blut. 


Die biologische Wirkung verschwand in beiden Fallen durch Atropin. 


tinderblut IU. 

Versuch 5. 100 cem Blut mit Trichloressigsaure enteiweiBt. 1.0 com E. 
0.91 eem Blut. 

Auswertung am: 

a) Froschherz (Fig. 9). 


Ks entsprechen A.Ch. 1:10 Millionen und E. 1: 500; d.h. O,1 3 ACh. 
sind enthalten in 0,00182 cem Blut oder 55 mg A.Ch. in L000 com Blut. 


b) Blutdruck (vgl. Fig. 11). 


Es entsprechen A.Ch. 1:10 Millionen und EF. 1: 500; d.h. O.b 3 A.Ch. 
sind enthalten in 0,0018 cem Blut oder 55 mg A.Ch. in 1000 com Blut. 


c) Kaninchendarm. 

Es entsprechen FE. 1: 250 und ein Wert von A.Ch., der zwischen 1: 2,5 und 
> Millionen liegt. Es errechnet sich daraus fiir 1000 com Blut: mehr als 55 my 
und weniger als 100 mg A.Ch. 

Die biologische Wirkung verschwand in den drei Fallen durch Atropin. 

Versuch 6. 100 cem mit Sulfosalicylsiure enteiweiBt. 1.0 com FE. 
OS com Blut. 

Auswertung am: 

a) Froschherz (Fig. 9). 

Es entsprechen A.Ch. 1:25 Millionen und EF. 1: 1000; d. h. O,04 9 ACh. 
st enthalten in 0,0008 cem Blut oder 50 mg A.Ch. in 1000 com Blut. 

b) Blutdruck (vgl. Fig. 11). 

Es entsprechen etwa A.Ch. 1:10 Millionen und FE. 1: 500; d.h. O.1; 
\.Ch. ist enthalten in 0,0016 cem Blut oder etwa 60 mg A.Ch. in L000 com Blut. 

c¢) Kaninchendarm. 


Der Vergleichswert lag bei FE. 250 und A.Ch. 1:2.5 und 5 Millionen. 
V rl, AYE 


Die biologische Wirkung verschwand in den drei Fallen durch Atropin. 
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- Fig. 9. 
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m. Froschherz. Auswertung von Rinderblutextrakt IIL. 5., IIT. 6. 

© Obere Reihe: 17. E. III. 5. 1: 1000 9. A.Ch. Standard 1:25 Mill. 

5 7. A.Ch. Standard 1:20 Mill. 18. E. IIT. 5. 1: 2000. lO. E. LIT. 6. 1: 2000 

- 8. A.Ch. Standard 1:20 Mill. 19. A.Ch. Standard 1:40 Mill. ll. A.Ch. Standard 1:25 Mill. 

= ®. Be. itl. S. 1: 500 20. E. IIT. 5. 1: 500 12. E. III. 6. 1: 104M) 

* 10. EB. UT. 5. 1: 600 21. A.Ch. Standard 1:10 Mill. 13. A.Ch. Standard 1: 12,5 Mill. 
ll. KB. IIT. 5. 1: 600 22. E. Ill. 5. 1: L000 14. EF. III. 6. 1: 200) 
12. E. iil. 5. 1: SOO ; = I>. A.Ch. Standard 1:25 Mill. 
13. A.Ch. Standard 1; 20 Mill. Untero Seine: Atropin 1: 10 Mill. 
4. EK. TIT. 5. 1: 800 6. A.Ch. Standard 1:20 Mill. 16. A.Ch. Standard 1: 12,5 Mill. 

_ 15. EB. HI. 5. 1: 1000. 7« By SL. 6. 1: 2000 > 2 Te 1: JOM) 

a lb. ACh. Standard l - 2) Mill. sS. AUC Standard | -25 Mill. IX. iE. 11. 6. | . LOM) 











l.l1 cem 


ist 


O05 


enthalten 


» A.Ch. 
(KH) com 


{inderblut 
Versuch 7. 
Blut. 


Auswertung am: 


EV. 


100 ccm mit Trichloressigsiure enteiweiBt. 


Acetylcholin im Rinderblut. 


a) Froschherz (Fig. 10). 
Es entsprechen A.Ch. 1: 20 Millionen und E. 1: 1000; deh. 0,05 3° A.Ch. 


in 


OOOLTI 


ccm 


Blut 


b) Blutdruck (Fig. 11). 


Es entsprechen etwa A.Ch. 1:20 Millionen und EF. 
enthalten 


ist 
Blut. 


c) Kaninchendarm. 
Der Vergleichswert lag E. | 


Vel. TIT. 5e. 


Froschherz. 


in 0,0022 cem 


War W,, 


Fig. 10. 


Obere Reihe: 


oder 45.5 mg A.Ch. 


Blut 


in 


oder etwa 


Auswertung von Rinderblutextrakt IV. 7., 


14.—17. A.Ch. Standard 1: 10 Mill. 23. A.Ch. Standard 
a. BE. FV. 7. 1: 500 we, 25.24. 4 
19. A.Ch. Standard 1: 10 Mill. 25. A.Ch. Standard 
2. &. iV. 7. L: 1000 36. FE. IV. 7. 
21. A.Ch. Standard 1: 20 Mill. 27. A.Ch. Standard 
22. E. IV. 7. L: 2000 

Untere Reihe: 

1. A.Ch. Standard 1:20 Mill. 9, E. IV. 8. 
2. E. IV. 8. L: 1000 10. E. LV. 8. 
3. E. IV. 8. 1: 2000 Atropin 
4. A.\Ch. Standard 1:25 Mill. 11. A.Ch. Standard 
5. EK. IV. &. 1: LOO 12. E. IV. 7. 
6. A.Ch. Standard 1: 12,5 Mill. 3. KE. IV. 8. 
7. E. IV. 8. 1 : 2000 14. A.Ch. Standard 
8. A.Ch. Standard 1:25 Mill. 


100) Cem 


1: 500; d. 
25 my ACh. 
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LOcem E. 
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Versuch 8. 100 cem mit Sulfosalicylsaure enteiweiBt. 1,0 cem E. 
1.05 com Blut. 

\uswertuny am: 

t\) Froschherz (Fig. 10), 

Es entsprechen etwa A.Ch, 1:25 Millionen und E. 1: 1500; d. h. 0,04 y 
\.Ch. ist enthalten in 0,0007 com Blut oder 57 mg A.Ch. in 1000 cem Blut. 

bh) Blutdruck (Fig. 11). 

Es entsprechen A.Ch. 1:20 Millionen und E. 1: 500; d. h. 0,05 y ACh. 
sind enthalten in 0,002 com Blut oder 25 mg A.Ch. in 1000 ecm Blut. 

¢) Kaninchendarm. 

Es entsprechen A.Ch. 1:2,5—5 Millionen und E. 1: 250. Vel. IIT. de. 


/y 4/0 4% Ap” 5 TEAS 





Fig. 11. 


Blutdruckversuch an der Katze 2150 ¢, Numalnarkose. 
Auswertung von Rinderblutextrakt III. 5., II]. 6., [V. 7., IV. 8. 


1. A.Ch. Standard 1: 10 Mill. 11. E. IV. 8. 1: 100 

2. Ringerlésung iz. &. iV. s. 1: 500 

3. E. IIT. 5. 1: 100 13. Atropin 2 mg 

4. E. Il. 8. 1: 500 14. A.\Ch. Standard 1:20 Mill. 
5. A.Ch. Standard 1:20 Mill. 5. BB. EE. S. 1: 500 

6. E. IIL. 6. 1: 500 16. KE. IIT. 6. 1: 500 

7. ACh. Standard 1:20 Mill. a7: ews Ts 1: 500 

S. EF. IIL. 6. 1: 500 Is. E. IV. 8. 1: 500 

9. E. IV. 7. 1: 500 19. A.Ch. Standard 1:20 Mill. 
lo. ACh. Standard 1:20 Mill. 


Rinderblut V. 
Versuch 9 100 cem Blut mit Trichloressigsaure enteiweiBt. 1,0 cem E 
59 ecem Blut. 
Auswertung am Froschherz. 
Es entsprechen A.Ch. 1: 10 Millionen und E. 1: 1000; d.h. O,) 3 A.C! 
sind in 0.0055 ecem Blut enthalten oder IS mg A.Ch. in 1000 cem Blut. 
Versuch lO. 100 cem Blut mit Sulfosalicvlsiure enteiweiBt. 1.0 cem 
o.5cem Blut. 
Auswertung am Froschherz. 
Es entsprechen A.Ch. 1:10 Millionen und E. 1:50; d.h. O,by A.C 
<ind enthalten in 0.01 cem Blut oder 10 mg A.Ch. in 1000 cem Blut. 
Versuch Il. 100 cem Blut mit Metaphosphorsaure enteiweiBt. 1,0 c 
E. 0.4 eem Blut. 





- 
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Auswertung am Froschherz. 

Es entsprechen A.Ch. 1: 100 Millionen und E. 1: 500; deh. O,O1 y A.Ch. 
sind enthalten in 00,0008 cem Blut oder 12.5 my ACh. in LOOO ccm Blut. 

inderblut VI (stammt aus Basel). 

Versuch 12. 100 ccm Blut mit Trichloressigsiure enteiweiBt. 1 com 
K. 0,6 com Blut. 

Auswertung am Froschherz. 

Es entsprechen A.Ch. 1: 80 Millionen und E. 1: l00; d. h. 0,0125 y ACh. 
sind enthalten in 0,006 cem Blut oder 2.1 mg A.Ch. in 1000 cem Blut. 

Linderblut VII (Stier). 

Versuch 13. 100 ccm Blut mit Trichloressigsiure enteiweiBt. 1 com 
K. 1.2 cem Blut. 

Auswertung am Froschherz. 

Es entsprechen A.Ch. 1:80 Millionen und E. 1: 1000; d.h. 0,0125 7 
sind enthalten in 0.0012 cem Blut oder 10 mg A.Ch. in 1000 cem Blut. 

Rinderblut VIII (3jahrige Kuh). 

Versuch 14. 100 cem Blut mit Trichloressigsiure enteiweiBt. 1 com 
K. 1.2 cem Blut. 

Auswertung am Froschherz. 

Es entsprechen A.Ch. 1:10 Millionen und E. 1: 100; dh. O,L y ACh. 
sind enthalten in 0,012 cem Blut oder 8,4 mg in 1000 ccm Blut. 


Rinderblut [LX (Stier). 
Versuch 15. 100 cem Blut mit Trichloressigsaure enteiweiBt. lL com E. 
13cem Blut. [Von Herrn Dr. Fromherz, Basel, auch ausgewertet 
(Darm), er konnte unser Ergebnis bestatigen. | 
Auswertung am Froschherz: 
Es entsprechen A.Ch. 1:50 Millionen und E. 1: 1000; d.h, 0,02 +, A.Ch, 
ind enthalten in 0.0013 cem Blut oder 15.4 mg A.Ch. in L000 cem Blut. 
Linderblut X (2jahrige Kuh). 
Versuch 16. 100 cem Blut mit Trichloressigsaure enteiweiBt, | ccm E. 
2ccem Blut. 
Auswertung am Froschherz. 
Es entsprechen A.Ch. 1:5 Millionen und E. 1: 500; d. h. 0,02 3) ACh. 
nd enthalten in 0.004 cem Blut oder 5 mg A.Ch. in 1000 com Blut. 
Linderblut XI (Ochse). 
Versuch 17. 100 cem Blut mit Trichloressigs&iure enteiweiBt. | ccm E. 
(.4cem Blut. 
Auswertung am Froschherz. 


Es entsprechen A.Ch. 1:1 Milliarde und E. 1: 5000; d. h. O,0OL  A.Ch. 
nd enthalten in 0.00008 cem Blut oder 12.5 mg A.Ch. in 1000 cem Blut. 
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Rinderblut XIL (Ochse). 


Versuch 18. 100 com Blut mit Trichloressigsaure enteiweiBt. 1 cem E. 
7 cem Blut. 

Auswertung am Froschherz. 

Es entsprechen A.Ch, 1: 1 Milliarde und E. 1: 2000; d. h. 0,001 y A.Ch. 

sind enthalten in 0.00035 cem Blut oder 2.9 me A.Ch. in 1000 cem Blut. 

Rinderblut XIII (trachtige Kuh). 

Versuch 19. LOO ecem Blut mit Trichloressigsiure enteiweiBbt. 1 cem E. 
O.4cem Blut. 

Auswertung am Froschherz: 


Es entsprechen A.Ch. 1:1 Milliarde und E. 1: 5000; d. h. O,OOL y A.Ch. 
sind enthalten in O,QOOOS8 cem Blut oder 12.5 mg A.Ch. in lOOO cem Blut. 


tinderblut XIV (3jahrige Kuh). 
Versuch 20. 100 cem Blut mit Trichloressigsaure enteiweiBbt. 1 cem E 
7 cem Blut. 

Auswertung am Froschherz. 

Es entsprechen A.Ch. 1: 500 Millionen und E. 1: 5000; d. h. 0,002 y A.Ch. 
sind enthalten in 0,00014 cem Blut oder 14,3 mg A.Ch. in 1000 cem Blut 

tinderblut XV (junger Stier). 

Versuch 21. 100 cem Blut mit Trichloressigsaure enteiweiBt. 1 cem E 

0O.4cem Blut. 

Auswertung am Froschherz. 

Es entsprechen A.Ch. 1: 500 Millionen und E. 1: 500; d. h. 0,002 y A.Ch 
sind enthalten in 0,0008 cem Blut oder 2,5 mg A.Ch. in 1000 cem Blut 

tinderblut XVI. 

Versuch 22. 100 cem Blut mit Trichloressigsaure enteiweiBt. 1 cem i 

0.4 cem Blut. 

Auswertung am Froschherz. 

Es entsprechen A.Ch. 1: 500 Millionen und E. 1 : 400—500; d. h. 0,002 
A.Ch. sind enthalten in 0,008—0,001 cem Blut oder weniger als 2,5 mg A.Ch 
in 1000 cem Blut. 

tinderblut XVII (Ochse). 

Versuch 23. 100 cem Blut mit Trichloressigsaure enteiweiBt. 1 ccm | 

1.0 cem Blut. 

Auswertung am: 

a) Froschherz: E. biologisch unwirksam. 

b) Kaninchendarm. E. biologisch unwirksam. 

finderblut XVIII (Ochse). 

Versuch 24. 100cem Blut mit Trichloressigsaure enteiweiBt. 1 ccm 

10cem Blut. 
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Auswertung am Froschherz. 

Es entsprechen A.Ch. 1: 10 Millionen und E, 1: 250; d.h. O,1 y A.Ch. 
UE. sind enthalten in 0,004 eem Blut oder 25 mg A.Ch. in 1000 cem Blut. 

In den Versuchen VI—XVIII verschwand die biologische Wirkung 


durch Atropin. 


Ch. 2inderblut XIN. 
Versuch 25. 1000 cem Oxalatblut mit Alkohol und Trichloressigsaure 
enteiweiBt. 1,0 cem E. = 4,0 cem Blut. 
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at Fig. 12. 
Auswertung von Rinderblutextrakt XX. 27. und XX. 28. am Froschherz. 
nF i. = Se. Oh, i, — WE, oe, 
Obhere Reihe: Untere Reihe: 
11. A.Ch. Standard 1; 50 Mill. 1. A.Ch. Standard 1:50 Mill. 
; , 12. E., 1 : 6000 : Bu 1: 5000 
: 13. A.Ch. Standard 1: 50 Mill. 3. A.Ch. Standard 1: 50 Mill. 
14. A.Ch. Standard 1:50 Mill. 4. E., 1 : 6000 
15. E., 1 - 6000 5. A.Ch. Standard 1:40 Mill. 
16. A.Ch. Standard 1:40 Mill. 6. E., 1: 6000 
17. E., 1: 5000 7. Atropin 1: 10 Mill. 
8. A.Ch. Standard 1:50 Mill. 
| 9. E., 1 : 6000 
} 10. E., 1: 6000 
ll. A.Ch. Standard 1:50 Mill. 
Auswertung am Froschherz. 
Es entsprechen A.Ch. 1: 100 Millionen und E. 1: 750; d. h. 0,01 y A.Ch. 
' sind enthalten in 0,0053 cem Blut oder etwa 2 mg A.Ch. in 1000 cem Blut. 


Versuch 26. 1000 ccm Oxalatblut mit Metaphosphorsaure enteiweiBbt. 
lcem E. = 5,3 cem Blut. 
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Auswertung am: 

a) Froschherz. 

Es entsprechen A, Ch, 1: 100 Millionen und FE. = 1:500 d. h, O.O1 A. Ch. 
sind enthalten in 0,01 cem Blut oder 1,0 mg A.Ch. in 1000 com Blut. 

b) Blutdruck. 


Es entsprechen A.Ch. 1: 10 Millionen und E. 1:50; d.h. O,L y A.Ch. 
sind enthalten in 0,1 cem Blut oder 1 mg A.Ch. in LO0OO cem Blut. 





tinderblut XX (Stier). 

Versuch 27. 1000 ccm Oxalatblut mit Metaphosphorsaure enteiweiBt. 
lcem FE. 1.25 ccm Blut. 

Auswertung am Froschherz (Fig. 12). 


Es entsprechen A.Ch. 1:50 Millionen und E. 1: 6000; d. h. 0,02 y A.Ch. 
sind enthalten in 0,0007 cem Blut oder 28,2 mg A.Ch. in 1000 ccm Blut. 


Versuch 28. 1000 cem Oxalatblut mit Alkohol gefallt, dann mit Tri- 
chloressigsiure enteiweiBt. 1 cem E. = 3,3 ccm Blut. 
Auswertung am Froschherz (Fig. 12). 
~ 
Es entsprechen A.Ch. 1:50 Millionen und E. 1: 5000; d. h. 0,02 » A.Ch. 
sind enthalten in 0,00066 cem Blut oder 30 mg A.Ch. in 1000 cem Blut. 
Rinderblut XXI. 


Versuch 29. 1000 cem Oxalatblut mit Metaphosphorsaure enteiweiBt. 
leem E. — 5,0 cem Blut. 








} 
Auswertung am Froschherz. 
Es entsprechen A.Ch. 1:20 Millionen und E. 1: 4000; d. h. 0,05 y A.Ch. 
sind enthalten in 0,00125 cem Blut oder 40 mg in 1000 cem Blut. 
Versuch 380. 1000 cem Oxalatblut mit Alkohol gefallt, dann mit Tri 
chloressigsiure enteiweiBt. Ll cem E. 2cem Blut. 
Auswertung am Froschherz. 
Es entsprechen A.Ch. 1:20 Millionen und E. 1: 1250; d. h. 0,05 7 A.Ch 
sind enthalten in O,0016 cem Blut oder 31.5 mg A.Ch. in 1000 cem Blut f 
Versuch 31. 1000 cem Oxalatblut mit heiBem Alkohol (60°) gefallt. 
dann mit Trichloressigsaiure enteiweiBt. Ll cem E. 3.3 cem Blut. 
Auswertung am Froschherz. 
Es entsprechen A.Ch. 1:25 Millionen und E. 1: 2500; d. h. 0,04  A.Ch 
sind enthalten in 0.00132 cem Blut oder 30 mg A.Ch. in 1000 cem Blut. 
Rinderblut XXII (2jahrige Kuh). | 
Versuch 82. L0OOcem Oxalatblut mit Metaphosphorsaure enteiweil! 
lLeem E. 5.0 cem Blut. 
} 


Auswertung am Blutdruck (Fig. 13). 


Es entsprechen A.Ch. 1:5 Millionen und E. 1: 500; d.h. 0,2 y A.C! 
sind enthalten in Q,OLcem Blut oder 20 mg A.Ch. in 1000 cem Blut. 
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Versuch 33. 1000 cem Oxalatblut mit Alkohol gefallt, dann mit Tri 
chloressigsaure enteiweiBbt. lL ecem E. 3cem Blut. 
Auswertung am Blutdruck (Fig. 13). 


Es entsprechen A.Ch. 1:5 Millionen und EB. 1: 800; doh. 0.2.3) ACh. 
sind enthalten in O.O1 cem Blut oder 20 mg A.Ch. in LOOO cem Blut. 








Blutdruck an der Katze, Chloralosenarkose, 2900 v. 
Auswertung von Blutextrakt XXII. 32., XXITL. 33. 


1. A.Ch. Standard 1:5 Mill. lO. A.Ch. Standard 1:5 Mall. 
2. ACh. Standard 1:5 Mill. HM. B.. Ames. Oo. 1: 100 

a. B. Be. Se 1: 100 2. ACh. Standard 1:5 Mall. 
i. B. AAP oes 1: 500 3. A.Ch. Standard 1:5 Mill. 
5. A.Ch. Standard !:5 Mill. 14. BE. AAI. 32. 1: 500 

6. B. AAG. SB. 1: 300 15. A.Ch. Standard 1:5 Mill. 
7. A.Ch. Standard 1:5 Mill. 6. £. AAT. ZS. 1: 500 

S. B. Rae. oe 1: 300 17. A.Ch. Standard 1:5 Mill. 
9 ACh. Standard 1:5 Mill. 


Versuch mit Atropin siehe Fig. 17. 


tinderblut XXIII. 


Versuch 34. Oxalatblut mit Alkohol gefallt, dann mit Trichloressiv- 
saure enteiweiBt. Ll cem E. 3.0 com Blut. 


Auswertung am Blutdruck (Fig. 14). 

Es entsprechen A.Ch. 1:5 Millionen und KE. 1: 600; doh. 0.23, A.Ch. 
sind enthalten in 0,005 cem Blut oder 40 mg A.Ch. in L000 cem Blut. 

Versuch 35. 1000 cem Oxalatblut mit heiBem Alkohol (60°) vefallt, 
dann mit Trichloressigsiure enteiweibt. | cem E. 3.3 com Blut. 

Auswertung am Blutdruck (Fig. 14). 

Ks entsprechen A.Ch. 1.5 Millionen und E. -— 1: 250; d.h. 0,2 y A.Ch. 
-ind enthalten in 0.0132 cem Blut oder 15 me A.Ch. in 1000 cem Blut. 

{inderblut XXIV (3jahrige Kuh, geschichtet). 

Versuch 36. 1000 ccm Oxalatblut mit Alkohol gefallt, dann mit Tri 
hloressigsiure enteiweiBt. 1 cem Blut 2.0cem Blut. (Dieses Extrakt e¢1 
lielt Herr Prof. Dr. Dale.) 

Es entsprechen A.Ch. 1:10 Millionen und FE. 1: 300; doh. O.1 3, ACh 
ind enthalten in 0.0066 cem Blut oder 15 mg A.Ch. in LO) com Blut. 
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Rinderblut XXV (4 jahriger Ochse, geschichtet). 


Versuch 37. 1000 cem Oxalatblut mit kaltem Alkohol gefallt, bei 40° 
abdestilliert, mit Trichloressigsiure enteiweibt. 1 cem E.— 5,0 cem Blut. 
Auswertung am Froschherz. 

Ks entsprechen A.Ch. 1:10 Millionen und E. 1: 100; d.h. O,1 y A.Ch. 


sind enthalten in 0,05 cem Blut oder 2 mye A.Ch. in L000 cem Blut. 


Versuch 388. 1000 cem Oxalatblut mit Alkohol gefallt, bei 80° ab- 


destilliert mit Trichloressigsiure enteiweiBt. 1 cem E. = 5,0 cem Blut. 


Auswertung am Froschherz. 
Ks entsprechen A.Ch. 1:10 Millionen und E. 1;200; d.h. 0,1 y A.Ch. 
sind enthalten in 0,025 cem Blut oder 4 mg A.Ch. in 1000 cem Blut. 





4 Ss ° 7 a 9 0 7 13 14 15 1617 1819 20 21 22 2324 25 4 27 


lig. 14. 


Blutdruck an der Katze in Chloralosenarkose, 2900 g. 


Auswertung von Blutextrakt XXIII. 34., XXIII. 35., XXIII. 61. 


|. E. XXII. 34. 1: 600 15. A.Ch. Standard 1:5 Mill. 
2. A.Ch. Standard 1:5 Mill. 16. E. XXITI. 35. 1: 500 

3. EB. BAe. SA. 1: 600 17. A.Ch. Standard 1:5 Mill. 
4. ACh. Standard 1:5 Mill. Is. A.Ch. Standard 1:5 Mill. 
>. ACh. Standard 1:5 Mill. 19. E. XXIII. 35. 1: 200 

6. A.Ch. Standard 1:5 Mill. 20. A.Ch. Standard 1:5 Mill. 
4. i. eee oe. 1: 100 21. E. XXAITI. 35. 1: 300 

8. ACh. Standard 1:5 Mill. 22. A.Ch. Standard 1:5 Mill. 
9. E. XXIII. 61. 1: 500 23. EK. XXITI. 35. 1: 300 
lO. ACh. Standard 1:5 Mill. 24. EE. AAI, BG. 1 : 250 
il. BE. RA Sd. 1: 500 25. A.Ch. Standard 1:5 Mill. 
IP. A.Ch. Standard 1:5 Mill. 26. EB. AAT, 35. 1 : 250 
3. A.Ch. Standard 1:5 Mill. 27. A.Ch. Standard 1:5 Mill. 
14. BE. XXIII. 35. 1: 100 


1 


Versuch 39. L000 cem Oxalatblut mit Alkohol gefallt. L6sung geteil 
in PreBsaft und Filtrat. PreBsaft: 1 ¢em 2 ecm Blut. 

Auswertung am Froschherz. 

Es entsprechen A.Ch. 1; 100 Millionen und E. 1: 100; d. h. 0,01 7 A.Ch 


sind enthalten in O,02cem Blut oder 0,5 mg A.Ch. in l00Ocem (7/,mg in 500cem). 


Versuch 40. Filtrat 1 ecem 5cem Blut. 


Auswertung am Froschherz: 
Es entsprechen A.Ch. 1:10 Millionen und E. 1: 100; d.h. 0,1 y A.C! 
sind enthalten in 0,05 com Blut oder 2 mg A.Ch. in L000 cem (1 mg in 500 cem), 
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tinderblut XXXVI (3jahriger Ochse). 

Versuch 41. 1000 cem Oxalatblut mit Alkohol gefallt, dann mit Tri- 
chloressigsaiure enteiweiBt. 1 ¢em E. = 2 ccm Blut. 

Auswertung am Froschherz. 

Es entsprechen A.Ch. 1: 10 Millionen und E. 1: 200; doh. O,b 3) A.Ch. 
sind enthalten in 0,01 cem Blut oder 10mg A.Ch. in 1000 com Blut. 


2inderblut XXVIII. 


Versuch 42. 1000 com Oxalatblut mit Metaphosphorsaiure enteiweiBt. 
leem E. = 0,5 cem Blut. [Dieses Extrakt erhielt Herr Dr. Fromherz, 
Basel; er konnte unser Ergebnis bestatigen (Darm).| 

Auswertung am Froschherz. 

Es entsprechen A.Ch. 1:50 Millionen und E. 1: 500; d. h. 0,02 9) A.Ch, 
sind enthalten in 0,001 cem Blut oder 20 mg A.Ch. in 1000 cem Blut. 


finderblut NXVIII. 

Versuch 43. 1000 cem Oxalatblut mit Metaphosphorsdure enteiweibt 
leem E. = 4 cem Blut. 

Auswertung am: 

a) Froschherz: EK. biologisch unwirksam. 

b) Blutdruck: E. biologisch unwirksam. 

finderblut XXIX. 

Versuch 44. 1000 cem Blut mit Alkohol gefallt, dann mit) Trichlor- 
essigsdure enteiweiBt. I cem E. — 2 cem Blut. 

Auswertung am: 

a) Froschherz. 

Es entsprechen A.Ch. 1:40 Millionen und E. 1: 100; d. h. 0,025 7 A.Ch. 
sind enthalten in 0,02 cem Blut oder 1,25 mg A.Ch. in 1000 com Blut. 


b) Blutdruck. 


Es entsprechen A.Ch. 1: 10 Millionen und E. 1:25; d.h. O,Ly ACh. 
sind enthalten in 0,08 cem Blut oder 1,25 mg A.Ch. in 1000 com Blut. 


Rinderblut XXX. 
Versuch 45. 1000 cem Oxalatblut mit Metaphosphorsaiure enteiweiBt. 


leom E, 5.0 cem Blut. 


Auswertung am Blutdruck: E. biologisch unwirksam. 


Rinderblut XXXI (Ochse). 

Versuch 46. 250 cem Oxalatblut mit Alkohol gefallt, dann mit Tri 
chloressigsaure enteiweiBbt. Nach 2stiindigem Stehen bei 1° mit = Trichlor- 
essigsiure wurde ausgeathert, das Filtrat auf 50 ccm eingeengt. 1 ecm E. 
o.com Blut. 

Auswertung am Blutdruck. 

Es entsprechen A.Ch. 1:50 Millionen und E. 1: 1000; doh. 0,02 7 A.Ch. 
ind enthalten in 0,005 com Blut oder 4 mg A.Ch. in 1000 com Blut. 

11* 
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Versuch 47. 250 cem Oxalatblut mit Alkohol gefallt, dann mit Tri- 
chloressigsaure enteiweiBt. Nach 2sttindigem Stehen bei 20° Weiterverarbeitung. 
leoem E. lO cem Blut. 


Auswertung am Blutdruck. 


Es entsprechen A.Ch. 1:50 Millionen und E. 1: 2000; d. h. 0,02 y A.Ch. 
Blut oder 4 mg A.Ch. in 1000 cem Blut. 


Versuch 48. 250 cem Oxalatblut mit Alkohol gefallt, dann mit Tri- 
chloressivsaure enteiweiBt. Nach 12stiindigem Stehen bei 1° Weiterverarbeituny 














sind enthalten in O,005 cem 







Auswertung am Blutdruck: E. biologisch unwirksam. 








Versuch 49. 250 cem Oxalatblut mit Alkohol gefallt, dann mit Tri- 
chloressigsaiure enteiweiBt. Nach I2stiindigem Stehen bei 20° Weiter- 






verarbeitung. 













Auswertuny am Blutdruck: E. biologisch unwirksam. 


XXXII. 

Versuch 50. 100 cem Blut mit Metaphosphorsaure enteiweiBt. 1 com E. 

1.25 cem Blut. (Dieses Extrakt hat auch Herr Dr. Fromherz, Basel, 

ausgewertet; er konnte unser Ergebnis bestatigen: 20—22 mg A.Ch. in 
L000 cem Blut.) 








Rinderblut 










Auswertung am Froschherz. 


Es entsprechen A.Ch. 1:50 Millionen und EF. 1: 1250; d. h. 0,02 y A.Ch. 
Blut oder 20 mg A.Ch. in 1000 cem Blut. 






















sind enthalten in O,OOL cem 








Schicksal des dem Blute 


oder dem Fallungsmittel zugesetzten Acetylcholin, 

Rinderblut XIN. 

Versuch 5I. 1000 cem Oxalatblut mit Alkohol gefallt, dem 20 mv 
ACh. zugesetzt waren, dann mit Trichloressigsiure enteiweiBt. 1 cem E. 
5.0 cem. Blut. 

Auswertung am: 

a) Froschherz (Fig. 15). 

Es entsprechen A.Ch. 1: 100 Millionen und EK. 1: 12500; d. h. 0,01; 
ACh. sind enthalten in 0,0004 cem Blut oder 25 me A.Ch. in L000 cem Blut. 

bh) Blutdruck (Fig. 16), 


Ks entsprechen A.Ch. 1:10 Millionen und KE. 1: 1250; d.h. 0,1 y A.Ch 
sind enthalten in 0,004 com Blut oder 25 mg A.Ch. in 1000 com Blut. 

Die zugesetzte Menge Acetylcholin ist demnach wiedergefunden worden 
(Nach Versuch 25/26 enthalt 1 Liter des gleichen Frischblutes 2 mg Acety! 
cholin.) 


Rinderblut NNO, 


Versuch 52. 1000 cem Oxalatblut wurden mit 25 me A.Ch. versetz! 
und sofort (etwa '/, Minute) mit Alkohol gefallt, dann mit Trichloressigsaur 
enteiweibt. | cem E. feem Blut. 





























Auswertung am Froschherz: 


Ks entsprechen A.Ch. 1: 20 Millionen und E. 1: 5000; d. 
sind enthalten in O,0008 com Blut oder 62.5 me 





Acetylcholin im) Rinderblut. 


h. 


O.05 


A.Ch. in L000 cem 


Lt 


» ACh 
Blut. 


Nimmt man als Acetylcholingehalt dieses Blutes nach den Versuchen 
29, 30, 31 durchschnittlich als 35 mg an, so wurde die zugcsetzte Menge Acety | 
cholin  wiedergefunden. 


Ww itll 
| HULU! 





1: 16600 
1: LOO Mill. 


2500 
1: 100 Mill. 
1: 12500 


Fig. 15 
Froschherz. Auswertung von Rinderblutextrakt XIX. 51. 

iE. &. Bee SF. 1: 50000 a: Be es OR: 

2, A.Ch. Standard 1: 100 Mill. 8. A.Ch. Standard 

a; &.. 2m. Si. 1: 10000 o>. EB. ATX. dl. 

4. A.Ch. Standard 1: 100 Mill. lO. ACh. Standard 

& EB. ALA. Gi. 1: 20000 a: BALA. oe. 

6. A.Ch. Standard 1]; 100 Mill. 





Fig. 16. 
Blutdruckversuch an der Katze, 2150 ¢, Numalnarkose. 
Auswertung von Blutextrakt XTX. 51. 


1. A.Ch. Standard 1: LO Mill. & BE. AIA. 8}. 

2. A.Ch. Standard 1: LOO Mill. 6. A.Ch. Standard 

3. A.Ch. Standard 1: 50 Mill. 7. EB. SIX. Sl. 

‘. B. ABA, Si. L: 1000 S. A.Ch. Standard 
9, E. XIX. 5l. 


finderblut NXII. 


10 


POW) 


Mill. 


P50 


Mill. 


1250 


Versuch 53. 1000 com Oxalatblut wurden ?), Minute nach Zugabe von 


) 


25 mg A.Ch. mit Metaphosphorsaure enteiweiBbt. 


Auswertung am Blutdruck (Fig. 17). 


Ks entsprechen A.Ch. 1:5 Millionen und E. 
‘ind enthalten in 0,004 cem Blut oder 50 mg A.Ch. in 1000 com 


leem E., 


1: 1OOO: d. 


feem Blut. 
h. O2y ACh 
slut. 
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Dacdes \i ely lcholinvehalt dieses Blutes 20 mie betravt (vel. Versuch Je, ao), 


wurde die zuyvesetzte Menge wiedergefunden. 


Rinderblut XXVI. 

Versuch 54. 1000 cem Oxalatblut wurden '/, Minute nach Zugabe von 
lsme A.Ch. sofort mit Alkohol gefallt. Die Lésung wurde in Filtrat und 
PreBsaft vetrennt. 

Mit ‘Trichloressigsaure enteiweiBbt. 

Filtrat (— 500 cem Blut). Tcem KE. 2 com Blut. 

Auswertung am Froschherz. 

Ks entsprechen A.Ch, 1: 100 Millionen und KE. 1: 10000; doh. O,OL y 
A.Ch. sind enthalten in 0,0002 com Blut oder 25 mg A.Ch. in 500 ccm Blut. 





10 11 12 13 14 45 1% 17 18 419 20 


1 2 3 & 5 6 184 9 


Fig, 17%. 


Auswertung von Rinderblutextrakt NATIT. 53. 
Blutdruck an der Katze in Chloralosenarkose, 2900 g. 


I. A.Ch. Standard 1:5 Mill. Atropin I my 
2. KK. XXL. BB, 1: 100 13. A.Ch. Standard 1:5 Mill. 
3. 0. ACh. Standard b:5 Mill. l4. kK. XXII. 34. 1: 600 
6. Kk. AXIL. BB. 1: 1000 5. E. XXXIIT. 61. 1: 500 
7. A.Ch. Standard 1:5 Mill. l6. KE. XXXII. 35. 1: 250 
8. BE. XXIT. 53. 1: 2000 17. Gestandenes Blut 
9 E. XXII. 53. 1: 1000 ls. KE. XXIT. 33. 1: 300 
lO. ACh. Standard 1:5 Mill. 19. B. AAT. SZ. 1: 500 
ll. E. XXII. 53. 1: 1000 20. E. XXIT. 53. 1: 1000 
12. A.Ch. Standard 1:5 Mill. 


Versuch 55. PreBsaft (— 500 cem Blut). | cem EF. 2 ccm Blut. 


Auswertung am Froschherz. 


is entsprechen A.Ch. 1: 200 Millionen und E. 1: 4000; d. h. 0,005 y A.Ch. 
sind enthalten in 0,0005 cem Blut oder 5 me A.Ch. in 500 ccm Blut. 
Im Liter demnach 30 mg A.Ch.; im Frischblut waren 10 mg A.Ch. im 
Liter (vgl. Versuch 41); etwas mehr als die zugesetzte Menge A.Ch, ist also 





wiedergefunden worden. 


Rinderblut NNNEO, | 
Versuch 56. 1000 com Oxalatblut wurden !/, Minute nach Zugabe vor 
o5ome ACh. mit Alkohol gefallt, mit Trichloressigsaure enteiweiBt und nac! 


Ystiindivgem Stehen weiterverarbeitet. 10 com E., 20 cem Blut. ) 








3), 


on, 
nd 





20 
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Auswertung am Blutdruck. 


Ks entsprechen A.Ch. 1:50 Millionen und EF. 1: 6600; d. h. 0,02 +> A.Ch, 
sind enthalten in 0,008 cem Blut oder 6,6 mg A.Ch. in L000 com Blut. 

Da der A.Ch.-Gehalt des Frischblutes 4 mg betrug (vgl. Versuch 46), 
nach Zusatz von 12,5 mg A.Ch. 16,5 mg, so ist ein Verlust von 60°, A.Ch, 
eingetreten, 

Versuch 57. 250 cem Oxalatblut mit Alkohol vefallt, das auf 25 com 
eingeengte KExtrakt mit 2,5 mg A.Ch. versetzt und dem gleichen Volumen 
20° ,iger Trichloressigsiure 2 Stunden bei 1° stehengelassen, dann Weiter 
verarbeitung. 1 cem EK. = 2,5 cem Blut. 

Auswertung am Blutdruck. 

Ks entsprechen A.Ch. 1:50 Millionen und E. 1: P800; deh. 0,02 5 ACh. 
sind enthalten in 0,00139 com Blut oder 3,6 mg A.Ch. in 250 cem Blut. 

Das Frischblut enthielt 1 mg in 250 cem Blut (vel. Versuch 46). Die 
zugesetzte Menge A.Ch. wurde also wiedergefunden. 

Versuch 58. 250 com Oxalatblut mit Alkohol gefallt; das auf 25 com 
eingeengte Extrakt mit 2,5 mg A.Ch. versetzt und sofort: mit dem gleichen 
Volumen 20° jiger Trichloressigsiure 2 Stunden bei 20° stehengelassen, dann 
Weiterverarbeitung. 1] cem KE. == 5 ¢cem Blut. 

Auswertung am Blutdruck. 

Ks entsprechen A.Ch. 1:50 Millionen und I. 1: 38500; d. hb. 0.02 5) ACh. 
sind enthalten in 0,00148 cem Blut oder 3,5 mg A.Ch. in 250 com Blut. 

Die dem eingeengten Extrakt zugesetzte Menge A.Ch. wurde also wieder- 
vefunden (vgl. Versuch 46). 

Versuch 59. 250 com Oxalatblut mit Alkohol gefallt; das auf 25 cem 
eingeengte Extrakt mit 2,5 mg A.Ch. versetzt und mit dem gleichen Volumen 
20" jiger Trichloressigsiure 12 Stunden bei 1° stehengelassen, dann Weiter- 
verarbeitung. | cem E. 5cem Blut. 

Auswertung am Blutdruck. 

Ks entsprechen A.Ch. 1:50 Millionen und I. 1: 1800; d. h. 0,02 9, A.Ch. 
sind enthalten in 0,00278 cem Blut oder 1,8 mg A.Ch. in 250 cem Blut. 

Urspriinglich waren im Extrakt 1+ 2,6 mye = 3,5 mg ACh. vor- 
handen (vgl. Versuch 46); es wurden demnach nur 50°), wiedergefunden. 

Versuch 60. 250 cem Oxalatblut mit Alkohol gefallt, das auf 25 com 
cingeengte Extrakt mit 2,5 mg A.Ch. versetzt und mit dem gleichen Volumen 
Trichloressigsiure 12 Stunden bei 20° stehen gelassen, dann Weiterverarbeitung. 
leem E. — 5cem Blut. 

Auswertung am Blutdruck. 

Ks entsprechen A.Ch. 1: 50 Millionen und E. 1: 1200; d. h. 0,02 3, A.Ch., 
sind enthalten in 0,00417 cem Blut oder 1,2 mg A.Ch. in 250 com Blut. 

Urspriinglich waren im Extrakt 1 -} 2.5 mg = 3,5 mg A.Ch. vorhanden; 


es wurden demnach nur 33°) wiedergefunden. (Nach Versuch 46 war | mg 


\.Ch. in 250 cem Frischblut). 


bildet Cholin, das dem Blut zugesetzt wurde, acetyleholin- 
ihnliche Stoffe? 
Rinderblut XNIII. 
Versuch 61. 1000 cem Oxalatblut wurden nach Zugabe von 50 meg 
holinchlorid mit Alkohol gefallt, mit Trichloressigsiure enteiweiBt. 1 com 
cem Blut. 
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Auswertung am Blutdruck (vgl. Fig. 14). 

Es entsprechen A.Ch. 1:5 Millionen und KE. 1: 500; d.h. 0,2 y A.Ch. 
sind in 0.0066 com Blut enthalten oder 20 my A.Ch. in 1000 cem Blut. 

In 1000 com waren 40 mg A.Ch. vorhanden (vgl. Versuch 34). Aus dem 
zugvesetzten Cholin warde also kein acetylcholinahnlicher Stoff vebildet. 


Rinderblut NNIOI,. 


Versuch 62. 100 com wurden mit 5 mg Cholinchlorid versetzt und mit 
Sulfosalicylsaure enteiweibt. | com E. $cecom Blut. 

Auswertung am Froschherz. 

Ks entsprechen A.Ch. 1:20 Millionen und KE. 1: 1500; d. h. 0,05 7 A.Ch. 
sind enthalten in 0,00267 com Blut oder 19 mg A.Ch. in 1000 com Blut. 

In 1000 com Blut waren 20 mg A.Ch. enthalten (vgl. Versuch 32/33). 
Aus dem zuvesetzten Cholin ist also kein acet yicholinahnlicher Stoff ent 
standen, 


Rinderblut NNVIUBIL, 


Versuch 63. 1000 com Oxalatblut wurden mit 30 mg Cholinchlorid 
versetzt und mit Metaphosphorsiure enteiweiBt. 1 ceem EF. 2,5 cem Blut. 


Auswertung am Blutdruck: EK. biologisch unwirksam. 
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) Zu ,,P. Miiller und L. Engel, Uber das Absorptionsspektrum des Bilirubins 
in verschiedenen Losungsmitteln®. (Ss. 117. 





